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本文 
 
肝臓は代謝や解毒，老廃物の排泄など多岐にわたる機能を有し，生命維持には
必要不可欠な臓器である．一方で肝臓は門脈・肝動脈の二重血行支配であり，高
効率な物質交換を可能にする類洞構造を始めとした血管構造，特異な性質を有
した胆汁を巧みに流す胆管構造など，複雑な流動構造を有した臓器としても知
られている．そのため，その多機能性と相まって人工物への代替は困難であるこ
とから，末期の肝疾患患者への有効な治療法は肝移植のみなのが現状である．  
一方で肝移植は，深刻なドナー不足の現状から，日本国内においては健康な人
から肝臓の一部を移植する生体肝移植が主流となっている．しかしながら，ドナ
ーへの大きな負担を考慮すると，今後は生体肝移植に依存しない移植，つまり死
体肝移植の推進への取り組みが重要である． 
以上のような背景を受けて，注目を集める手法が臓器機械灌流法である．臓器
機械灌流法は，血管を介して酸素や栄養を添加した保存液の持続的な供給を行
うことで，臓器再生を可能にする体外臓器保存法である．これにより，マージナ
ルドナーと呼ばれるこれまで移植に不適合とされてきた臓器の活用に向けて，
世界中で盛んに研究が行われており，欧米を中心とした臨床応用でもその有用
性が報告されている．さらに近年では，臓器再生のみにとどまらず，灌流中の流
動動態や液中の成分分析による移植前機能評価の可能性に大きな期待を受けて
いる．しかしながら，肝臓が有する複雑な構造や，多様な因子が絡む肝臓機能か
ら，温度や酸素供給を始めとした保存条件は確立されず，移植の可否を決定する
ための定量的な評価指標が存在しないことなど，克服すべき課題は多い． 
そこで本研究では，臓器機械灌流法による心停止後肝臓や分割肝などの障害
を有した臓器の機能再生・障害軽減，および新たな移植前機能評価指標の確立を
目的に，特に灌流中に得られる肝臓代謝因子に注目して，検討を行った．  
本実験では体重 20kg程度のブタを用い，温阻血時間（WIT; Warm Ischemia Time）
を条件に合わせて管理して肝臓を摘出した．なお，温阻血時間は心停止による血流
停止から臓器摘出までの所要時間であり，臓器機能の状態を規定する指標である．
摘出した肝臓は速やかに脱血後，灌流保存を行い，保存後には移植を模擬した体
外血液再灌流モデルによりその臓器機能を検証した．本実験では従来用いられてい
る灌流中の流量や血管圧力などの流動指標や，逸脱酵素などの肝機能指標に加え，
酸素消費量や液中 pHなどの代謝因子に注目して評価を行った．今回注目した代謝
因子は，肝臓の重要な働きであるエネルギー代謝，特に ATP 合成能についてその
健全性を維持するための重要な要素であることから，その代謝動態に注目した最適
な保存条件の検証に加え，灌流中の臓器機能評価指標としての可能性を検討した．
本研究では，①室温機械灌流法による心停止後肝臓の機能再生，②室温機械灌流
法における人工酸素運搬体含有灌流液の適用，③分割肝移植における低温機械
灌流法適用の，3 種類の実験に対して代謝因子動態に注目した評価を行い，指標
の有用性，およびそれぞれ機械灌流法による臓器再生・障害軽減の有用性を示した． 
本論文は以下に記す全五章から構成される 
第一章は緒論であり，肝臓の機能と構造から，肝移植の現状と課題，ドナー不足
解消への鍵となる移植不適合臓器や分割肝移植の詳細，体外臓器保存法の種類と，
臓器機械灌流法の研究報告，本研究の目的について述べる． 
第二章は理論であり，本研究の評価指標として用いた流動指標や逸脱酵素，血
液ガス分析の詳細，および代謝因子における理論式と解釈について詳細を述べる． 
第三章は実験方法であり，実験に用いた灌流装置の詳細，および実験の具体的
な手順，保存後の臓器機能の検証に用いた体外血液再灌流モデルの詳細と検定の
結果について述べる． 
第四章は結果・考察である．室温機械灌流法の心停止後肝臓への有用性の検討
では，①温阻血時間 60 分で摘出したブタ肝臓を 4 時間の室温機械灌流群
(SNMP(WIT60))，対照群として②温阻血時間を揃えた 4 時間の単純冷却保存群
(CS(WIT60))，③臨床的な基準となる温阻血時間なしで 4 時間の単純冷却群
(CS(WIT0))の 3 群について，体外血液再灌流モデルにより保存後の臓器機能を検
証した．その結果，SNMP(WIT60)では CS(WIT60)と比し，再灌流中の血管抵抗や
逸脱酵素流出量などで有意に良好な結果を示した．加えて，CS(WIT0)と比しても統
計学的な差は示されなかったことから，その有用性を明らかにした．さらに，保存中
の代謝因子による評価を行うために，温阻血時間 0, 30, 60分の 3条件で摘出した肝
臓を，4 時間の室温機械灌流，その後体外血液再灌流モデルによる検証を実施し，
保存中の代謝因子と再灌流中の各種指標の比較により，灌流中の移植前機能評価
指標を検証した．人工酸素運搬体含有灌流液による保存，分割肝移植における機
械灌流法適用においても，従来の検証に加えて代謝因子動態による評価を行った． 
第五章は，本研究で得られた成果を総括し，今後の展開と課題，その解決法につ
いて述べる．  
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1.1 肝臓の機能と構造 
1.1.1 肝臓の働きと肝臓内流動構造 
 肝臓は非常に多岐にわたる機能を有した臓器として知られており，腸管で吸
収された栄養素をグリコーゲンとして貯蔵をおこなうことや，アルブミンやリ
オ蛋白質に合成しなおして血中に放出するといった代謝機能を営むと同時に，
アンモニア，エンドトキシン，薬物などの解毒・排泄をおこなうことで，人体が
生命維持をおこなうにおいて重要な役割を担っている(1)（Table 1.1.1）．そのため
肝臓が機能不全に陥ると，重大な生命の危機につながるが，重度な肝不全患者へ
の有効な治療法は肝移植のみである．しかしながら肝移植は慢性的なドナー不
足や，移植時の拒絶反応など多くの問題を抱えているのが現状である． 
同時に肝臓は非常に巧みで複雑な流れの構造を有した臓器である．流入する
血管には，心臓から酸素を多く含んだ血液を運んでくる肝動脈 (HA: Hepatic 
Artery)と，腸などの消化器官から吸収された栄養を多く含んだ血液を多く含ん
だ門脈(PV: Portal Vein)という二種類の血管が存在する．肝臓に流入する血液はお
よそ 7 割が門脈，残りの 3 割が肝動脈を流れるものである．これらの血管は肝
臓の中で幾重にも分岐を繰り返し最終的に肝小葉(Hepatic Lobule)という組織で
合流し，肝小葉中では物質交換を巧みにおこなうための特異な構造を有した類
洞(Sinusoid)と呼ばれる細い血管を通り，中心静脈(CV: Central Vein)，肝静脈(HV: 
Hepatic Vein)を経て心臓へ戻る．物質交換をおこなった肝細胞(Hepatocytes)は、
体内の代謝物や、消化酵素などの成分により、特異な物性を有する胆汁(Bile)を
生成しており、その胆汁は毛細胆管を通り一度胆嚢(Gall Bladder)に貯蔵、濃縮さ
れた後、肝外にある胆管(Bile Duct)を通り十二指腸に流出し、消化の促進をおこ
なう重要な役割を担っている(2)．一方で，これらの構造の流動特性は，臓器機能
と密接に関連していると考えられているが，その特性は必ずしも明らかではな
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いことから，肝臓の多機能性と合わせて人工物による代替を困難にする要因と
なっている，また本研究ではこのような血管構造と胆管構造のことを総称して，
肝臓内流動構造と定義する．(Fig.1.1.1) 
また本研究では人間のものと拡散と流動の関係が近く，臨床への架け橋とし
て重要なブタ臓器を用いておこなった．ブタの肝臓は 5 つの葉に分類されそれ
ぞれ LL（Left lateral lobe），LM（Left median lobe），GB（Gallbladder lobe），RP
（Right posterior lobe），CL（Caudate lobe）と呼ばれる(Fig.1.1.2)． 
 
1.1.2 肝臓代謝機能 
前述のとおり，肝臓は様々な機能を有しており，現時点ではこれらの機能を人
工物で代替することは困難である． 
 中でも肝臓の最も基本的な機能は物質代謝への関わりであり，糖質，脂質，蛋
白質の三大栄養素の代謝，特にそれらの中間過程である中間代謝に重要な役割
を担っている(Fig.1.1.3)．つまり，肝臓は壮大な化学工場であり，ここで生成し
た様々な物質を貯蔵し，必要に応じて血液循環を介して各臓器へ輸送する中継
基地でもある．中でもグリコーゲンの合成と貯蔵，リポ蛋白質の合成，血漿蛋白
質の合成，血液凝固因子の生成は重要な役割である． 
 また肝臓は代謝の過程を通じて胆汁を合成する．合成された胆汁は，前述した
小腸での脂肪の消化や吸収を助けるだけではなく，カルシウムや不要となった
ビリルビンの排泄経路としての役割も担う．同時に，薬物や毒物も肝臓で代謝，
すなわち解毒され，胆汁として排泄されたり，水溶性となって腎臓から排泄され
る(1)． 
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Table 1.1.1 Liver functions(1) 
中間代謝 
糖代謝 
グルコースの供給，グリコーゲンの合成・
貯蔵，糖新生 
脂質代謝 
リポ蛋白質の合成，脂肪酸とコレステロ
ールの合成・分解 
蛋白質代謝 
アミノ酸の供給，血漿蛋白質の合成，アン
モニアの無害化 
胆汁の合成・分泌  
ビリルビン（ヘモグロビンの分解産物）を
抱合型に変え，排泄しやすくする 
胆汁酸を合成し，コレステロール，ビリル
ビンとともに胆汁として分泌する 
胆汁酸は小腸での脂質の消化・吸収を助
ける 
薬物代謝・解毒  
酵素群 P450 の働きで薬物や毒物を代謝
し，排泄しやすくする 
脱水酵素によりアルコールを分解する 
ビタミン・鉄の貯蔵 
ビタミン A 
脂質とともに吸収され肝臓に貯蔵される 
レチノール結合蛋白（RBP）と結合して血
中に放出される 
ビタミン D 
皮膚で紫外線を浴びたコレカルシフェロ
ールは，肝臓で水酸化され活性が強まる 
さらに腎臓で水酸化され，活性型ビタミ
ン D3となる 
ビ タ ミ ン
B12 
回腸で吸収されたコバラミンは肝臓に貯
蔵され，胆汁として再び腸管に入る 
トランスコバラミンと結合して血中を運
搬される 
鉄 
フェリチンの形で肝臓と脾臓に貯蔵され
る 
トランスフェリンと結合して血中に放出
される 
循環血液量の調節  
肝臓は心拍出量の 25%以上をプールして
いる 
血液の浄化  
類洞のクッパー細胞が種々の抗原や老化
赤血球を貪欲する 
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Fig. 1.1.1 The Flow Structures of Liver 
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Fig. 1.1.2 The Liver Lobes 
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Fig. 1.1.3 Metabolism of the three major nutrients in the liver(1) 
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1.2 肝移植の現状 
 前述のとおり肝臓の機能は非常に多岐にわたるため，機能不全に陥ると重大
な生命の危機に直結する．しかし重度な肝不全患者への有効な治療法は現状，肝
移植のみであるが，これも多くの問題を抱えている． 
 現在国内において臨床で行われている肝臓の臓器移植では脳死肝移植と，生
体肝移植に大別される．脳死肝移植は，脳死判定されたドナーから肝臓を移植す
るものだが，これは慢性的なドナー不足という大きな問題を抱えている．2017年
の脳死肝移植はアメリカでは年間 7715 件，日本では 69 件と行われているのに
対し，肝臓移植を必要とする待機患者が 2018年 11月現在，アメリカでは 13838
人，日本では 331 人と移植数と比し圧倒的に上回っており，これは日本のみな
らず世界的にも重大な問題となっている(3)(4)(Fig.1.2.1)． 一方，生体肝移植は健
康なドナーから肝臓の一部を移植するものであるが，これは通常の肝機能を持
つ人ならば，肝臓の高い予備能力によって全体の 7 割程度を切除しても肝不全
にならずに，その後一年以内には元の大きさに戻ることによって可能となる手
法である．前述のドナー不足の問題から，現在の日本ではこの生体肝移植が，肝
移植において広く行われている手法である．しかしながら生体肝移植は，健常者
であるドナーへの負担が大きいことや，倫理的な問題など重大な課題を有して
いる．特に日本はこの生体肝移植への依存度が高く，生体肝移植が占める割合は
アメリカでは約 5％（2016年）となっているのに対し，日本は約 87%（2016年）
となっている(4)(5)(Fig.1.2.2)．これは高い医療技術を有しているにもかかわらず，
他国と比し日本では極端なドナー不足であることによることから，今後はより
死体肝移植の推進への取り組みが重要課題であるといえる(6)（Fig.1.2.3）． 
 また国内では肝臓の移植件数の少なさから移植待機登録をあきらめてしまう
場合も少なくなく，潜在的には移植待機者数は 3000人にも上ると言われている．
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日本では 2010年 7 月に脳死を人の死とする改正臓器移植法が施行され，年間の
肝臓の臓器提供数も 2009年の 7件から 2011 年の 41件と大幅に増加し，その後
も増加傾向を示しているが，依然としてドナー不足が深刻であるのが現状であ
る． 
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Fig. 1.2.1 The number of waiting list and brain death liver transplantation in Japan 
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Fig. 1.2.2 The number of liver transplantation in Japan and USA 
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1.3 移植不適合臓器（マージナルドナー） 
前述の通り，現在の日本国内における肝移植は脳死肝移植のドナー不足であ
ることから生体肝移植が主流であるが，ドナーへの負担，倫理的問題を考慮する
と，今後は生体ドナーに依存しない，死体肝移植の拡大が重要であるとされてい
る．そのような背景を受けて，近年ではドナー不足の解決に向けて，マージナル
ドナーからの移植が世界中から注目を集めている．標準的ドナー条件を満たさ
ないという意味のマージナルドナーという言葉は，高齢者ドナーおよび腎臓に
おいて限られた施設のみで行われていた心停止ドナーをあわせて用いられるよ
うになった．このマージナルドナーを移植に用いることができればドナー不足
解消へ向かうのだが，一般にマージナルドナーを移植する場合，強度の虚血再灌
流障害，引き続く移植後無機能あるいは遷延性機能不全，さらに脳死状態に出現
する非特異的な炎症反応が拒絶反応を引き起こすなどのリスクがある(7)． 
 死体から臓器を摘出して体外で保存する場合，臓器は後述する過程において
障害を受ける． 
 
1.3.1 温阻血障害 
温阻血障害は，心停止から臓器摘出までに至る障害である．臓器の障害機序とし
ては，血流停止により酸素をはじめとして代謝を維持するうえで必要な物質の
供給が断たれるため ATP の合成が低下し，細胞膜の NA，K ポンプ機能が低下
して細胞の浮腫を招く．また，不活性化酸素を活性化し細胞は自己融解を起こす． 
 
1.3.2 虚血再灌流障害 
移植臓器は体外で保存されている間も障害を受けるが，その結果として再灌流
障害が生ずる．血流再開後に再酸素化されることによって組織障害を起こす．そ
12 
 
のメカニズムの詳細は必ずしも明らかではないが，好中球，フリーラジカル，接
着分子，サイトカインなど複雑に複数の因子が関与しているとされている．病態
のひとつは血流再開後，微小血管に接着分子が発現し，ラジカルを発生すること
にある．その結果，微小血管に血栓形成などが生じ微小循環が障害され，細胞障
害，特に内皮系細胞を標的に障害が起こる事態に進展する(7)． 
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1.4 分割肝移植 
 分割肝移植は，成人脳死肝移植ドナーグラフトを 2つに肝切除して分割し，2
人のレシピエントに移植する手技である．これは前述のドナー不足解消への手
段の一つとして，単純にドナープールを拡大するだけではなく，環境の極めて厳
しい小児脳死臓器移植における臓器不足解消の切り札として高い注目を集めて
いる(Fig.1.4.1)．分割肝移植は，1988 年に Pichlmayr らが，1 つの肝を分割して
1 人の脳死ドナーから，2 人のレシピエントに移植したのは始まりであり，現在
欧米を中心に積極的にこの手技が導入されている(8)．日本国内においても，2015
年 12月までの 360 例の脳死ドナー提供のうち，23例(6.4％)に分割肝移植が施工
されており，良好な成績を残している(9)． 
 分割肝移植の分割法としては，ドナーの体内にて分割する体内分割法(in-situ 
split procedure)と，ドナーから全肝臓を摘出した後，体外の back table にて分割
する体外分割法(ex-vivo split procedure)法に大別される．体内分割法は，血流の
ある状態で手術操作を行うことから，健全な臓器機能を維持した状態で作業を
行える一方で，分割処理に伴う手術操作時間の延長や，出血量増加に伴うドナ
ー循環動態への悪影響，さらには他臓器への影響に課題を有する．そのため，
現在では多臓器摘出への影響を考慮し，一般的には体外分割法が選択される．
一方でこの体外分割法も，体内から摘出後に分割処理を行うため，全肝の場合
と比した阻血時間の延長や温度管理の制限，small-for-size graftによる臓器機能
の低下，また脈管・胆管再建に関する外科的合併症の増加など多くの課題を有
しているのが現状である(10)(11)． 
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Fig. 1.4.1 The number of liver transplantation for adults and children 
 from brain death donor  
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1.5 体外臓器保存法 
 摘出された臓器は移植までに体外で保存されるが，その際の保存法は単純冷
却保存法と機械灌流保存法がある．現在一般的に使われているのは簡便かつ安
価であるといった理由から，氷温の保存液に浸けて保存する単純冷却保存であ
るが，あくまで機能維持を目的としているため，障害を受けた臓器，いわゆるマ
ージナルドナーについての機能回復の見込みは薄い．そこで近年では，マージナ
ルドナーの拡大に向けた臓器機能回復，評価のため，臓器機械灌流法が注目を集
めている(Fig.1.5.1)．これは持続的にポンプで栄養溶液の灌流を行い，細胞エネ
ルギーを回復するためのエネルギー基質の供給と同時に，毒性代謝産物を除去
できるといった利点を有する方法である(12)(13)．さらに灌流保存中の流量や灌流
圧などの流動動態や，保存液中の成分分析などから行う移植前の臓器機能評価
についても大きな期待が寄せられている(14)(15)．現在では欧米を中心に臨床応用
が進められており，臓器保存・再生・評価の観点からその有用性が多数報告され
ている(16)-(21)(Fig.1.5.2)． 
一方で，より優れた臓器再生や移植前機能評価のためには，保存中の代謝機能
などの肝臓機能や，その再生のメカニズムに不明瞭な点も多いことから，温度条
件や酸素供給条件を始めとした灌流条件について，世界中で議論が続いている．  
例えば温度領域の観点では，臓器の代謝が抑制し機能が停止する低温域(4-
8℃)，少し温度が上がり，代謝が下がるが生物学的には部分的な機能状態を有す
る室温度域（20-33℃），生物学的に完全な機能状態を有し，体温に最も近い恒温
域（37℃）など幅広い温度域での研究が行われている．しかしながら，肝臓機械
灌流法において保存温度は重要課題であるが，現状では最適な温度や状態は明
らかになっていない．灌流保存の分野において研究されている主な温度域とそ
の特徴を以下に述べる． 
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Fig. 1.5.1 Organ Preservation Methods  
Fig. 1.5.2 Some kinds of commercial machine perfusion system 
(a) Life Port (USA) (16)(17) 
(b) Organ OX (UK) (18)(19) (c) Liver Assist (NLD) (20)(21) 
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1.5.1 低温機械灌流法（HMP; Hypothermic Machine Perfusion） 
現時点で，臨床腎臓移植における最も広く用いられる灌流技術である．低温灌
流は移植において単純冷却保存と比較し，無作為化された試験によって臓器機
能の低下率が検証され有用性を示し，広く応用されている(22)．肝移植における
有望な前臨床研究は，標準的な臓器や ECD（extended criteria donors），DCD
（donation after cardiac death）臓器において，低温灌流の利点や安全性をフェイ
ズ 1試験することで段階的に検証されている(16)(23)-(26)．低温灌流の利点は，低代
謝率中における細胞エネルギーの回復や，肝臓や胆管微小循環の灌流の改善，炎
症性メディエーター生成の低減，機械不良の際の安全性の増加などを示した(23)-
(25)．炎症性メディエーターとは，損傷された組織，および炎症部位に浸潤した白
血球や肥満細胞，マクロファージなどから放出される生理活性物質であり，血管
透過性亢進や組織破壊などを引き起こすものである(27)-(29)． 
人間への臨床応用は 2010 年にはすでに行われており，Guarrera らは酸素化を
しない低温灌流を施した肝臓 20例について移植を行い，単純冷却によって保存
された臓器移植の過去の対照群と比較したものを報告した．低温灌流群は肝機
能の評価指標となる逸脱酵素や同種移植機能不全の減少傾向，および病院待機
日数の減少を示し，初期の臓器不全は発生しなかった．したがって，この報告は
臨床利用のための低温灌流の実現可能性と安全性を確立し，臨床への利益があ
ることを示唆した(24)．2014年には，Dutkowski らが平均 38分間の温阻血時間を
経た DCD 臓器 8 例について，低温酸素化灌流（HOPE, hypothermic oxygenated 
perfusion）を行い，再灌流障害，胆管障害が DBD(donated after brain death)臓器と
同程度まで軽減可能という，最初の報告を行った(25)．2018年には，Schlegel らが
DCD 臓器に対する低温酸素化灌流に対して 5 年間のフェローアップ研究を報告
し，血行力学的な安定性や乳酸クリアランス，血管合併症や移植後機能不全など
18 
 
で良好な結果を示し，移植から 5 年後のグラフト生存率は有意に上昇を示し，
その有効性を証明した(26)． 
 
1.5.2 室温機械灌流法 (Subnormothermic Machine Perfusion) 
低温での肝臓灌流は保存障害及び虚血再灌流障害を減少させるのに効果的であ
ることが示されてきたが，この条件下では代謝活性が有意に減少し，移植前の臓
器機能を評価する能力は制限されてしまう．そのため，近年ではいくつかのグル
ープが室温（20-33℃）へ機械灌流の温度を上昇させる効果を検討した(30)-(33)．低
温と体温の中間温度では，臓器細胞や代謝活性は大幅に増加されるため，移植前
の臓器機能の評価を低温に比べ容易にする．室温灌流の他の理論的な利点は，体
温域（37℃）と比較して低い温度であるために酸素溶解度が増加し，酸素運搬体，
特に赤血球を必要としない灌流液の使用を容易にすることである．ラット肝臓
における最近の報告では，低温（8℃），室温（20℃），および 8℃から 20℃まで
徐々に増加させる制御復温下（20分かけて 20℃へ）において，DCD 臓器（30分
温虚血）の機械灌流の効果を検討したものがあり，単純冷却と比較して，すべて
の機械灌流群でミトコンドリア酸素消費量，ミトコンドリア生存率，細胞 ATP，
胆汁生産、細胞障害（AST、ALT、LDH），および組織学的壊死の改善を実証し
た(34)(35)． 
2014年には，Bruinsma らは人間の廃棄された 7つの臓器（心停止ドナーから 5，
脳死ドナーから 2）での経験を報告した．この報告での室温灌流は無血の灌流液
を用いて 21℃で 3 時間行い評価され，酸素消費量及び胆汁生成の増加，肝細胞
の ATP 量増加など，臓器機能の改善を示唆した．組織学的分析は，肝細胞の形
態および類洞内皮の保存を実証した(20)． 
 また近年では．室温灌流保存法の高度化に向けて人工酸素運搬体含有灌流液
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による保存も注目を集めている(36)．人工酸素運搬体は，高い酸素運搬能を有し
ながら，赤血球と比し血液型を持たず，感染のリスクもないことから，従来の灌
流液に添加することで，恒温灌流保存法における灌流液に用いる血液の代替や，
室温灌流保存法の最適化に向けて期待は高く，実際にいくつかの研究チームに
より，肝障害の低減や，移植後のグラフト生存率の向上，そして安全な灌流保存
が可能となることが証明されている(37)(38)． 
 研究報告数は低温灌流に劣るが，このように室温域での灌流も脚光を浴びつ
つあり，温度上昇により代謝を活性化させ臓器機能を回復させようという動き
が見られている． 
 
1.5.3 恒温機械灌流法 (NMP; Normothermic machine Perfusion) 
 室温域よりもさらに温度が高い恒温灌流保存（37-39℃）は，正常体温下であ
るが故に冷温保存やそれに付随する保存障害の最小化，生理学的条件下での迅
速な臓器の回復，臓器機能を評価する能力といった利点が期待される保存法で
ある(39)-(42)．2013年には，トロント大学の Boehnert らは，単純冷却後の NMP の
影響を評価することで DCD 実験の結果を報告した．研究では，臓器は，1 時間
の体内温虚血の後に 4時間単純冷却か単純冷却 4時間に 8時間の NMPを加えた
いずれかが行われ，恒温灌流保存された臓器は，ALTの低値，多くの生理的胆汁
組成物，および少ない胆管壊死を示した．さらに CT 血管造影が臓器で行われ，
優れた肝動脈灌流も実証した(39)． 
 体温灌流のヒトの研究は移植に適さない廃棄された臓器の灌流から始まり，
2013年に Op den Driesらは廃棄された 4つの DCD臓器に 6時間の恒温灌流を行
なった．結果として，胆汁の生産や乳酸値の減少といった臓器機能の臨床的な証
拠を示し，組織学的分析は，肝臓構造が良好であったことを示した(43)．こういっ
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た前臨床研究からの結果に基づいて，2016年には Peterらによって恒温灌流の臨
床応用が報告された．この報告では，標準的な単純冷却保存後に移植された対照
群と比較し，30日間の生存率（100% NMP vs 97% CS）や AST 最大値の有意な
改善が認められた．この報告で重要なことは 20回の実験で装置に関連する不具
合がなく，この試験が安全であることが示されたことである(44)(45)．また 2018年
には，Nasrallaらにより，欧州にて行われた無作為化対照試験の結果が報告され
た．この報告では，同様に恒温灌流保存後に移植された群(N=121)を，単純冷却
保存後に移植された対照群(N=101)との比較を行い，50%以上のグラフト廃棄率
の低下や平均保存時間の増加，肝機能障害の低下を示し，臨床における恒温灌流
保存の優位性を証明した(18)． 
これまでは低温や室温灌流と比べて，血液を用いることで装置回路内の血栓
形成など従来とは予期せぬ問題が孕んでいたが，恒温灌流に関しても安全であ
ることがこれらの研究により，証明された．このように従来の単純冷却のような
低い温度域だけの範囲ではなく，灌流温度の研究分野は議論され続けている． 
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1.6 臓器機械灌流法における移植前臓器機能評価 
 肝移植における，グラフトの移植前機能評価は移植後のグラフト生存率や臓
器機能を向上させるためには必要不可欠である．特に近年死体肝移植が推進さ
れていることから，マージナルドナーの拡大に向け，これまで以上に高精度，か
つ迅速な臓器機能評価が求められている(14)． 
 このような背景を受けて，前述のように機械灌流法による灌流中に得られる
指標から行う移植前評価手法が注目を集め，世界中で多数の報告がなされてい
る(Table.1.7.1)．肝移植においては肝機能の指標となる灌流液中の逸脱酵素(AST, 
LDH, ALP et al.)を始めとして，血液ガス分析(pH, lactate level, glucose, CO2 et al.)
による評価，灌流圧や血管圧力などの流動評価，ATP などの組織学的な評価法な
ど，幅広い観点から検討されている(48)-(54)．特に近年では肝細胞の代謝物である
胆汁に注目し，その生成量や成分から肝機能の評価法が，代謝機能を中心に活発
な議論が行われている(43)． 
 しかしながら，肝臓が有する複雑な構造や，多様な因子が絡む肝臓機能か
ら，現状で実用的といえる手法は組織学的な評価を始めとした生化学的な評価
がほとんどであり，灌流中の指標の動態を用いた評価法は確立されていないの
が現状である． 
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Table 1.6.1 The study of viability assessment for liver graft by machine perfusion 
Study Journal Year MP type Organ Markers 
Henry et al.(27) 
Am J 
Transplant 
2012 HMP Human tissue 
Op den Dries 
et al.(43) 
Am J 
Transplant 
2013 NMP Human 
Enzymes, lactate levels, bile 
production, bile component 
Guarrera et 
al.(16) 
Am J 
Transplant 
2015 HMP Human Enzymes, tissue 
H. Mergental 
et al.(46) 
Am J 
Transplant 
2016 NMP Human 
Enzymes, lactate levels, 
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1.7 目的 
 1.5章で述べたように臓器機械灌流法は，従来用いられてきた単純冷却保存法
と比べて肝臓機能再生や移植前機能評価に大きく期待されている手法である．
特に肝移植における深刻なドナー不足の解消のための，マージナルドナー拡大
に向けて求められる役割は大きいといえる．しかしながら，臓器機械灌流法は灌
流温度や酸素供給，流量や圧力などの流動条件から灌流液の液性因子など，最適
な肝臓の保存・再生を行うためには制御すべきパラメータが多いこと，また肝臓
の機能や構造は，非常に多様な因子が関連していることから，最適な保存条件は
明らかになっていない．さらに安全にマージナルドナー拡大に向けて，最重要課
題ともいえる移植前機能評価法も確立されていないのが現状である． 
外科領域では虚血再灌流障害を克服することが永遠のテーマであり，臓器機
械灌流法はその可能性を秘めている．臓器再生による虚血再灌流障害の抑制は
もちろんのこと，移植前の虚血再灌流障害が予測可能となれば，これまで以上に
高水準で安全な移植が可能となり，マージナルドナーからの移植においてもリ
スクを軽減することができる．また現行の規定では，臓器移植が成功後，臓器が
正常に機能しなかった場合でも臓器待機日数は 0 となり，再び移植の順番が回
ってくるのを待たなくてはならないため，移植後の臓器が正常に機能するかど
うかを知ることは非常に重要であるといえる． 
以上のような背景を受けて，本研究では臓器機械灌流法を用いたドナープー
ルの拡大，および安全で高水準な移植の確立に向けて検討を行った．特にマージ
ナルドナーの再生・評価法の確立による移植医療の拡大に向けて，心停止後肝臓，
および分割肝グラフトに注目し，臓器機械灌流法による臓器機能の保存・再生，
および従来の指標に加えて，灌流中の代謝因子動態に注目した移植前機能評価
法を検討し，以下の事柄について実験を行った(Fig.1.8.1)． 
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 室温機械灌流法による心停止後肝臓の保存・機能再生． 
 人工酸素運搬体含有灌流液を用いた室温灌流保存法による，心停止後肝臓の
保存・機能再生． 
 分割肝移植における術中の阻血時間短縮・温度管理が可能な低温機械灌流法
適用による障害軽減． 
 pH や酸素消費量などの，灌流中に得られる肝臓代謝因子に注目した移植前
機能評価法の確立． 
 ICG蛍光法による，灌流中における肝臓の代謝動態評価法の確立． 
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Fig. 1.7.1 An overall picture of the objectives in this study 
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二章 理論 
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2.1 灌流中の各種評価指標 
2.1.1 血管圧力・抵抗 
 血管圧量は，血流に対する臓器が有する圧力調整能や血管内皮障害，あるい
は微小循環における血栓形成の予測など，臨床的にも流動評価指標として広く
用いられる指標であり，特に移植医療における最重要課題である虚血再灌流障
害においても，その程度を評価するための重要な評価項目とされている(55)． 
 一方で，これは臓器の個体差や灌流量を考慮されていない．そこで流体力学
的観点から普遍的な流動指標として用いるために，血管内流動をポアズイユ流
れと仮定することで血管抵抗を算出する． 
Q =〔(πr4)/8η〕・〔P/l〕 [ml/min]                   (2.1) 
Q; 血管流量，P; 血管圧力，r; 血管系, η; 灌流液粘度，l; 長さ 
 ここで血管抵抗は主に血管系の収縮により調整され，灌流液粘度に依存する
が，ここでは灌流液粘度が一定であることから，血管抵抗 VR=8η/πr4と置くこ
とで，血管抵抗について(2.1)式を整理する． 
VR = P/(Q/l)  [mmHg/((ml/min)/m)]                  (2.2) 
 さらに，本研究では血管長さを定義することが困難であることから，血管長
さと肝重量の比率が一定であると仮定することで，臓器の個体差や灌流条件に
よらず普遍的に評価が可能な，相対的な流動評価指標として血管抵抗 R を(2.3)
式に定義した． 
VR = P/(Q/m)  [mmHg/((ml/min)/100g liver)]             (2.3) 
VR; Vascular resistance, 血管抵抗，P; 血管圧力 [mmHg]， 
Q; 灌流流量[ml/min]，m; 灌流前の単位当たりの肝重量[100g liver] 
 本研究ではこの血管抵抗，およびその要素となる灌流流量と血管圧力を，機械
灌流法における流動指標として定義した． 
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2.1.2 灌流液のバイオマーカー 
 本研究では，灌流中に適宜採取した灌流液の逸脱酵素測定，血液ガス分析を
実施し，各種指標を肝機能のバイオマーカーとして使用した． 
逸脱酵素は，本来細胞内で働いている酵素が何らかの理由で血液中に流出し
たものである． 流出する理由としては，細胞自体の破壊や細胞膜の透過性亢進
などによるもので，多くの場合は組織障害に由来している．臨床上，逸脱酵素の
血中濃度を測定することで臓器機能を推測することが可能で，臨床検査の一環
として頻繁に行われている．単位は[IU/L]として，薬剤の生体への効果量から定
義される基本単位量を基準とした量を示しており，国際生化学学会の定義（1964
年）にもとづき国際単位（International unit）として定義されるものであり，その
値が多いほど逸脱している量も多いことを示している． 
以下に，本研究でバイオマーカーとして用いた逸脱酵素，血液ガス分析項目の
詳細について示すが，基本的に逸脱酵素は灌流中に臓器の細胞が破壊された際
に流出することから，値が高値になるほど臓器機能障害の進行が予想され，血液
ガス分析項目については，一般的に生体内の酸塩基平衡を評価していることか
ら，適性値内であることが臓器機能の健全性が予想される． 
 
 AST （アスパラギン酸アミノ基転移酵素，Asparatate Aminotransferase） 
アミノ酸代謝に関与している酵素．肝細胞をはじめとして赤血球，心筋，骨
格筋などに分布する．機械灌流中の指標としては，肝細胞が破壊された際に
逸脱することから，肝機能指標として用いる． 
 LDH（乳酸脱水素酵素，Lactate Dehydrogenase） 
体内で糖分がエネルギーに転換されるときにはたらく酵素の一種．ほとんど
あらゆる細胞に含まれているが，肝臓や腎臓，心筋，骨格筋，赤血球などに
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多く含まれている．機械灌流中の指標としては，ASTと同様に肝細胞が破壊
された際に逸脱することから，肝機能指標として用いる． 
 HA（ヒアルロン酸，Hyaluronic Acid） 
細胞と細胞の間に多く存在し，水分の保持やクッションのような役割で細胞
を保守している．臨床上では肝臓の線維化によりヒアルロン酸の分解能力が
低下することで，血中で高値となることから肝線維化マーカーとして用いら
れているが，機械灌流中の指標としては特に類洞内皮が破壊されたことで流
出することから，類洞内皮障害の指標として用いる． 
 ALP（アルカリホスファターゼ，Alkaline Phosphatase） 
体内でリン酸化合物を分解する働きのある酵素．毛細胆管に多く存在し，胆
汁中にもみられる．基本的には肝細胞で生成され，そのほとんどが胆汁から
排出されるが，肝障害により胆汁の流れが悪くなると血液中に漏れ出すこと
から，胆管障害の指標として用いる． 
 Lactate（乳酸） 
乳酸の解離で生じる陰イオンであり，グルコースの細胞内代謝産物．組織の
酸素需要と酸素供給間の不均衡を示唆する指標であり，細胞の酸素レベルの
低下や，ミトコンドリアが適切な機能を失うことで酸塩基平衡の破綻，乳酸
アシドーシスの進行により，Lactate濃度は高値を示す． 
 Glucose（血糖） 
生体が一般的に用いる生命活動のエネルギーであり，ミトコンドリアの代謝
により生成される．通称ブドウ糖．臨床的にはインスリンを始めとしたホル
モンによる諸因子により調整されることから，糖尿病を中心としたホルモン
調整因子の疾患への指標に用いられる．灌流中の指標としては，肝代謝機能
指標として用いる． 
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2.1.3 代謝因子 
 一般的に臓器再生の尺度である，肝臓代謝機能や細胞レベルでのエネルギー
バランスは，生検組織診断による ATP 濃度により評価される(56)．一方で，この
評価手法では，生検採取による臓器への障害や迅速な臓器機能の診断に課題を
有している．そこで，本研究では灌流中に経時的に得られる代謝因子に注目
し，ATP 合成能を予想することで，肝臓代謝機能を評価する．今回は，特に灌
流中の酸素消費量と液中の pH，およびこれらの環境要因となる保存温度につ
いて注目した． 
 一般に，ミトコンドリアによる糖代謝は，プロトン駆動力と呼ばれる H+の
電気化学的ポテンシャル差によって進行し，最終的には酸素消費を伴った化学
反応によって ATP が合成される．このプロトン駆動力は真核細胞ではミトコン
ドリア内膜における H+の電気化学的ポテンシャル差，つまり(2.4)式に示すよ
うに，膜電位と水素イオン濃度の膜内外での差によって決定される． 
∆𝜇𝐻+ = F∆φ - 2.3RT∆pH  [J/mol]                 (2.4)  
Mitchell らは，ATP 合成の中間における機構は，このポテンシャル差により
駆動されることを明らかにし（化学浸透圧説），この式を変形することでプロ
トン駆動力の関係式を定義した(53)(2.5)． 
Δp = ∆𝜇𝐻+/F = ∆φ - 2.3RT /F・∆pH  [V]             (2.5)   
∆μ̃𝐻+；H
+の電気化学的ポテンシャル差，Δp；プロトン駆動力 
F = 96445.33 [C/mol]；ファラデー定数，∆φ = -70.15 [mV]；膜電位， 
R = 8.314 [J/(K・mol)]；気体定数，T [K]；絶対温度，∆pH [-]；膜内外の pH差 
 
一方でこのプロトン駆動力はあくまで単一細胞スケールでの評価指標である
こと，加えてこれの測定には細胞内におけるミトコンドリア内外での pH計測
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が必要であり，非常に高度な技術が求められることから，臓器の代謝機能を評
価するためには課題が多い．しかしながら，組織内での pH，つまり H+濃度が
肝臓代謝機能に与える影響は明白であることから，本研究では簡易に測定可能
な灌流液中の pHに注目してプロトン駆動力の関係式に適用し，基準値との比
較による相対的な中間代謝の指標であるプロトン指標を(2.6)式に定義した． 
Δp’ = ∆φ - 2.3RT /F・(pHn - pH0)  [V]              (2.6) 
Δp’；プロトン指数 F；ファラデー定数，∆φ；膜電位，R；気体定数， 
T [K]；灌流液の温度（絶対温度），pHn [-]；灌流液中の pH，pH0[-]；初期 pH(7.4) 
 
 加えて，前述のとおりミトコンドリアにおける糖代謝では，ATP の産生に中
間代謝を駆動するプロトン駆動力，および最終的な化学反応を行う酸素消費に
依存して進行することから，本研究では肝臓酸素消費量，および基準値に対す
るプロトン指数から肝臓代謝指数を(2.7)式に定義し，ATP 合成能，肝臓代謝の
評価指標として提案，およびその有用性を検証した． 
kn = Ox・[1+(Δp0-Δpn)/Δp0]  [mol/min/100g liver]          (2.7) 
kn; 肝臓代謝指数，Ox; 単位肝重量辺りの酸素消費量 [mol/min/100g liver]， 
Δp’n; 対象臓器のプロトン指数，Δp’0; 基準臓器のプロトン指数 
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2.2 ICG蛍光観察 
 臨床で副作用の少ない薬剤として汎用されているインドシアニングリーン
（ICG; Indocyanine Green）は，750-810nm の光の励起で，ピーク波長 845nm の蛍
光を発する（Fig.2.2.1）．この生体透過性に優れた ICG の蛍光を観察することに
より，現在では診断治療に広い範囲で応用されている．ICGは血清タンパクと結
合すると即時に蛍光特性を示すことから，近赤外線観察カメラを用いることで
リアルタイムに ICG の流れを観察することができる(57)．  
 一方で前述の通り生体内での ICG の蛍光のピーク波長が 845nm の近赤外領域
にあることから，蛍光画像を直接的に肉眼で観察することはできない．そこで撮
像手段として近赤外領域での感度を有する CCDなどが用いられるが，この生体
光計測は可視光領域の蛍光測定と比し，自家蛍光の影響を受けにくいことや，
10mm 程度までの生体深部の情報を得られることが利点として挙げられる． 
 肝臓機械灌流法においては再灌流液に含まれる血液中の血清蛋白質との結合
による臓器内流動の可視化，および血中の ICG は肝実質細胞に取り込まれ，代
謝されずに胆汁に排泄されることを利用して，肝臓代謝機能の分布のマーカー
として用いる． 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 2.2.1 Absorption spectra of hemoglobin and water and ICG(54) 
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2.3 胆管圧測定 
 1.7章に示した通り，機械灌流法における移植前機能評価に向けて多数の指標
が報告されているが，近年特に注目を集めているのが胆汁生成量，およびその成
分分析である．前述のとおり，胆汁は肝細胞の代謝物として生成されるものであ
ることから，肝臓代謝機能の評価指標としての役割はもちろん，移植後の胆管合
併症を予測するための胆管流動指標としても大きな期待が寄せられており，実
際にその有用性が報告されている(43)(54)．一方で，胆管は非常に微細な構造を有
しており，管径も極小であることから，胆汁を採取するための胆管カテーテルの
挿入角度や内径，あるいはその挿入技術が胆汁生成量に大きな影響を与えると
されている．加えて胆汁は水と比し高い粘度を有することから，胆汁生成量が少
量であっても，必ずしも健全な代謝機能や胆管流動が欠如しているわけではな
いとして，課題を有しているのが現状である(58)(59)． 
 そこで，本研究では技術的，環境的な要因に依存せずに評価が可能な，胆管圧
力による評価法の検討を行った．胆管圧力は胆汁採取時と同様に総胆管にカテ
ーテルを挿入し，その圧力を測定することで，胆汁生成によって生じる流れと，
胆管内で胆汁を運搬するために生じる流れによる，二つの要因による胆管流動
指標として定義し，評価指標としての可能性を検討した． 
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三章 実験方法 
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3.1 実験装置・動物 
本実験には体重 15-25kg程度の雑種ブタを用いて，実験条件に合わせて調整
した温阻血時間にて肝臓を摘出して使用した．摘出後には速やかにバックテー
ブルにてユーロコリンズ液(EC; Euro Collins)による脱血を行い，肝臓が有する 2
つの血管にコネクター（PV：VRM506；アイシス，HA：VR206）によるカニュ
レーションをおこない，灌流装置の流入チューブと着脱可能な処理を施した． 
灌流装置は独自に作成したものを使用し，チュービングポンプ（Master Flex 
7520-40; Cole-Parmer, USA），エアトラップ，流量計（PV : VN05; Aichi Tokei, 
Japan, HA : FD-SS02; Keyence, Japan)，圧力計（KL76; Nagano Keiki, Japan），酸
素添加装置（人工肺 HP0-06 H-C；泉工医科工業），温調装置（MF-0-K; Toa 
Denki, Japan），酸素濃度測定器，肝臓ホルダーで構成される(60)（Fig.3.1.1）．肝
臓温度は基本的に肝臓の左葉側の 2葉（Left lateral lobe，Left median lobe）に熱
電対を挿入し，灌流中の肝臓温度の代表値とした．流入経路は肝臓の特徴であ
る二重血管支配に準じ，門脈（PV）と肝動脈（HA）で独立しており，灌流流
量は体内での血流量を模擬しおよそ門脈 7 割，肝動脈 3割に振り分け，基本的
には一定流量による灌流とし，過度に血管圧力が上昇する場合のみ適宜調整し
た．流出する静脈側では，チューブ接続による閉塞により肝臓内圧力が高くな
ることが懸念されるため，自由流出とした．また，エアトラップをポンプの下
流側に設置することによって肝臓へ気泡が入らないようにし，エアトラップの
水位を調節することで門脈側では拍動を抑制し，肝動脈側では拍動を残した．
肝臓は発泡スチロール，またはスタイロフォームで作成したホルダーの上に置
かれ，静止される状態で保持した（Fig.3.1.2）． 
灌流液中の酸素濃度測定は Ocean Opticsの Neo Fox フェーズ測定システムを
使用した．酸素分圧を測定するために sol-gel における化学的複合体の蛍光を用
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いている．三重項としての酸素は，特定の発光体の蛍光と燐光を効率的に消す
事ができ，この影響は動的蛍光消失と呼ばれている．これを利用し酸素濃度を
測定している．測定するためにはセンサーの校正が必要であり，酸素濃度の基
準となる 0%を脱酸素剤を適量添加した水道水，100%を大気圧で飽和させた水
道水に設定した．酸素センサーは肝臓上流側では主流となる門脈回路中の肝臓
上流側に，下流側では静脈から流出した灌流液を再び吸い上げる回路から，人
工肺より下流側に設置した．酸素消費量の算出においては，100%の濃度を 1気
圧蒸留水での飽和溶存酸素量として，計測した酸素濃度，およびその時点での
総灌流量から酸素供給量，流出量を分子量として算出，供給量と流出量の差分
を単位当たりの肝重量で除すことで，肝重量当たりの酸素消費量[mol/min/100g 
liver]として定義した． 
液中成分を測定するための灌流液の採取は，灌流初期に測定する液は肝臓か
ら排出された濃度が薄すぎることや濃すぎることでデータが安定しないため，
灌流初期の逸脱酵素を採取する際には灌流開始から 2-3 分の間を空けて静脈近
傍からチューブで採取した．  
胆管圧測定のために，胆管にはエクステンションチューブ(X2-WL50; トップ)
を挿入した．エクステンションチューブは，総胆管にドナー体内，またはバック
テーブルでの保存前に挿入し，胆管機能による流動評価のために胆嚢は流入口
を結紮し，胆汁生成，および胆管が押し出す圧力のみを計測した． 
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 Fig. 3.1.1 Schematic diagram of liver perfusion system   
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Fig. 3.1.2 The porcine liver on perfusion machine 
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3.2 心停止後肝臓への室温機械灌流法の有用性の評価 
3.2.1 実験方法・手順 
 本実験では，心停止後肝臓への室温機械灌流法による臓器再生の有用性を検
証するために，温阻血時間を 0，30，60分の 3種類の条件で肝臓を摘出し，障
害肝を模擬した．使用した肝臓の重量は，保存前の時点で 773.3±191.9[g]であ
った．摘出後には，前述の通りバックテーブルにおいて，肝臓が有する 2つの
血管である門脈(PV)，肝動脈(HA)それぞれのカニュレーションを行い，速やか
に低温のユーロコリンズ液，約 1Lによる脱血を行った後，4hの単純冷却保存
法，あるいは室温機械灌法による保存を行った．実験群は，臨床的な基準とな
る①温阻血時間 0分＋単純冷却保存法(CS(WIT0))，対称群となる②温阻血時間
60分＋単純冷却保存法(CS(WIT60))，③温阻血時間 0分＋室温機械灌流法
(SNMP(WIT0))，④温阻血時間 30分＋室温機械灌流法(SNMP(WIT30))，⑤温阻
血時間 60分＋室温機械灌流法(SNMP(WIT60))の 5群に分類し比較を行った
(Fig3.2.1)．保存後には，後述する移植を模擬した 2hの体外血液再灌流モデル
実験による，保存技術，また保存後の臓器機能の検証を行った． 
 単純冷却保存では氷上，あるいは冷蔵庫内で保存することで液温を 4-8℃に
保ちながら，UW 液による浸透保存を行った． 
 室温機械灌流では，灌流流量を門脈 130[ml/min]，肝動脈 40[ml/min]の定流量
による灌流を行い，保存温度は回路中の恒温機により液温を 22-23℃に調整す
ることで管理を行った．また酸素供給量は肝臓上流側の酸素分圧を 300[mmHg]
を目安として，下流側が枯渇しそうな場合に限り適宜調整を行った． 
 灌流液には，UW-gluconate液を独自に調整したものを使用し，初期 pHは
1[mol/L]の NaOHによる調整を行い，7.4[-]に調整して用いた． 
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Fig.3.2.1 Experimental procedure on each preservation 
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3.2.2 ICG蛍光観察 
 ICG(Indocyanine Green)は，前述のとおり血液や胆汁に含まれる血清蛋白質と
結合することで蛍光特性を示す．特に肝臓においては，血液中に含まれるその
ほとんどが肝実質細胞で取り込まれ，胆汁として胆管側に排出される特性を利
用し，後述する体外血液再灌流モデルにおける，肝臓代謝機能の健全性の分布
を可視化するマーカーとして使用した(57)． 
 本実験では，体外血液再灌流モデル実験において，門脈回路から直接，0.12-
0.25[mg/L]の濃度に希釈した ICGを投与した．投与量については，肝臓の重さ
や流れの偏りにも依存することから，蛍光状態を見ながらグラフト全体に広が
るように徐々に投与した．励起光には 760nm の LEDを用いて，高感度 CCDカ
メラ（Image EM X2；浜松ホトニクス）でその蛍光を観察した．観察の際に
は，肝臓全体像が観察できるマクロレンズ（Nikon AF NIKKOR 24-50 1:3.3-
4.5；ニコン），および小葉単位で観察可能なズームレンズ（VH-Z100R; 
Keyence）の 2種類のレンズを用い，自然光をカットする赤外光透過フィルタ
ー（IR-82；富士フィルム）によって ICGによる蛍光のみを観察した． 
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3.3 人工酸素運搬体含有灌流液による室温機械灌流法 
人工酸素運搬体（HbV；Hemoglobin Vehicle）は，人工赤血球とも呼ばれ，前
述の通り血液型や感染源がない，高い酸素運搬機能を有する，室温で 2年間保
存ができるなどの利点から次世代医療に貢献するものとして高い期待を受けて
いる．本来の目的である献血－輸血システムの課題解消のための，血液の代用
はもちろん，近年では赤血球と比し非常に小さな粒径(人工酸素運搬体；
250nm，赤血球；8µm)を有し，血球が通過できない狭窄血管も通過すること
で，血管末梢までの酸素運搬が可能となる特性を利用した，臓器保存液や酸素
治療薬への応用にも大きな注目を集めている(61)(62)． 
本実験では室温機械灌流法における，この人工酸素運搬体を従来の保存液に
添加することによる有効性を検討した．実験は全ての実験群において温阻血時
間 60分で摘出した肝臓を用いて，摘出した臓器は 3.2の実験同様に，速やかに
脱血を行った．使用した肝臓の肝重量は，保存前で 815.9±101.2[g]であった．
実験群としては①対照群の単純冷却保存群(CS)，②従来の UW 液 1500ml を用
いた室温機械灌流群(SNMP (UW1500ml))、③灌流液の総量を 1500ml とし，人
工酸素運搬体を 100ml 添加した低濃度の室温機械灌流群(SNMP 
(UW1400ml+HbV100ml))，④灌流液の総量を 1500ml とし人工酸素運搬体を
300ml 添加した中濃度の室温機械灌流群(SNMP (UW1200ml+HbV300ml)，⑤灌
流液の総量 1000m とし，人工酸素運搬体を 300ml 添加した高濃度の室温機械灌
流群(SNMP(UW700ml+300ml))の 5群に分類し，比較を行った(Fig.3.3.1)．人工
赤血球は奈良県立医科大学で作製されたものを使用した．また，保存後には後
述する体外血液再灌流モデルによる，保存後の臓器機能の検証を行った． 
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Fig.3.3.1 Experimental procedure on each preservation 
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3.4 分割肝移植への低温機械灌流法の適用 
 分割肝移植の分割法は，前述のとおり体内分割法と体外分割法に大別される
が，現在では多臓器摘出への影響を考慮して，一般的に体外分割法が選択され
る．一方で体外分割法は，ドナーの体内から摘出後に分割処理を行うことで，
全肝と比して阻血時間の延長や温度管理の制限による障害を受けることに課題
を有している．そこで本実験では，これらの課題を克服するべく，従来の方法
と比し阻血時間の短縮，および術中の温度管理が可能となる，低温機械灌流法
適用による，分割処理によるグラフトへの障害軽減の有用性を検討した． 
 実験は，全ての群において脳死臓器を想定して温阻血時間なしで摘出し，3.2
の実験同様に，速やかに脱血を行った．使用した肝臓の肝重量は，保存前で
527.8±270.2[g]であった．実験群としては，①臨床的な基準となる全肝を 4hの
単純冷却保存群(Whole Liver with CS)，②対照群となる，バックテーブルで分割
後，4hの低温機械灌流群，③バックテーブルで分割後，4hの低温機械灌流群
(Split Liver with SBP)，④全肝の状態から低温機械灌流を行い，その初期に灌流
しながら分割処理，総保存 4hの低温機械灌流群(Split Liver with SDP)の 4群に
分類し，低温機械灌流法の分割肝グラフトへの有用性，および分割処理中の低
温機械灌流法の有用性を検討した．低温機械灌流法は，実験 3.2と同様に UW-
gluconateを独自に調整したものを用いて，下流側が枯渇しないように調整しな
がら酸素化を行った．その他の灌流条件は，3.2と同様とした． 
 分割処理は，小児への移植を想定して 70%肝切除を行った．肝切離はモスキ
ート鉗子を用い，クラッシュしながら残った脈管を結紮，切離した．左右
glisson は一括で刺入結紮，あるいは 2重結紮で処理した．下大静脈は尾状葉に
囲まれており下大静脈は温存する形で分割肝を作製した(11)(Fig.3.4.2, 3)． 
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また，保存後には後述する体外血液再灌流モデルによる，保存後の臓器機能
の検証を行った． 
  
Fig.3.4.1 Experimental procedure on each preservation 
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Fig.3.4.2 The process of split for liver graft 
Fig.3.4.3 Residual area of split liver graft, is was made by 70% liver resection  
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3.5 体外血液再灌流モデルによる保存後の臓器機能の検証 
3.5.1 実験方法・手順 
灌流保存の効果を評価するにはレシピエントへ移植することが求められる
が，実験上では手技や個体差，レシピエントの管理といった課題が多い．この
課題を解決し，簡易に体外での灌流技術，保存後臓器機能の検証のために体温
血液再灌流モデル（IRM, ex vivo Isolated reperfusion model）による実験を行なっ
た．灌流保存後に血液を用いる恒温再灌流による検証は他の研究でも行われて
おり，本実験での灌流条件や再灌流液などの条件はそれらを参考に，本実験装
置に合わせ決定した(39)(52)(53)(63)(64)． 
 本実験では移植を模擬して 4hの体外保存を経た肝臓を，保存時と同様の灌
流装置を用いて，体温条件下(38℃)においてドナー血液を基本組成とする灌流
液(Table.3.5.1)の再灌流を行うことで，その臓器機能を検証した． 
特に，血流が遮断された臓器（心停止ドナー）は，血流が再開し再酸素化さ
れた際に虚血再灌流障害が起こる．この結果として，微小血管に血栓生成など
が生じ，微小循環が障害され，各血管圧力の上昇や細胞障害による逸脱酵素排
出量増加が誘起される．そのため，再灌流中の流動指標や液中成分，酸素消費
量に注目することで，体外保存法の検証が可能となる． 
 本実験での灌流条件は灌流流量を門脈 210[ml/min]，肝動脈を 70[ml/min]を
目安とした定流量による再灌流を行い，保存中と同様に極端に血管圧量が上昇
する場合のみ適宜調整を行った．また再灌流液は上流の酸素分圧が 400[mmHg]
を目安として酸素化を行い，肝臓下流側が枯渇しないように適宜調整を行っ
た．本研究では，この検証モデルの有用性を評価するために，温阻血時間 0, 60
分で摘出した肝臓を，それぞれ 4hの単純冷却保存，低温機械灌流を実施し，
再灌流による比較を行うことで実験モデルの検定を行った(Fig.3.5.1)． 
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Table 2.5.1 Composition of reperfusion solution  
 
*3.2章の実験における SNMP(WIT0)の内一例，および SNMP(WIT30)の全三例
において，ドナー血液 700ml, 生理食塩水 200ml で再灌流液を作成 
（その他添加物については全実験で同様の条件とした）． 
 
  
Components Concentration [mL] 
Autologous blood* 400 
Saline* 500 
Dextran 250 
Calcicol 60 
Sodium Bicarbonate 20 
Heparin sodium 5 
Potassium 10 
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Fig.3.5. 1 Experimental procedure on each preservation 
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3.5.2 検定結果 
 体外血液再灌流モデルの検定結果を示す．今回は明らかに臓器機能に差が表
れる温阻血時間 0，60分の肝臓を用いて，従来の保存技術である単純冷却保存，
およびその有用性が報告されている低温機械灌流法による保存を行った臓器を
比較した．使用した肝臓の肝重量は，保存前で 816.1±119.6[g]であった． 
 Fig.3.5.2, 3は再灌流における門脈，肝動脈それぞれの灌流量を示したが，実験
条件通り一定の灌流量で保存を行った．Fig.3.5.4-7には，再灌流中の流動指標で
ある門脈，肝動脈における血管圧力，血管抵抗を示した．これより，低温機械灌
流群において，血管圧力は低値を維持し，良好な結果を示した．特に，肝動脈に
おいては，門脈以上に極端な圧力差，また再灌流直後に急激な上昇(Fig.3.5.8, 9)
を示した．これは，再酸素化による虚血再灌流障害に加え，門脈と比し非常に細
管となる肝動脈では微小血栓の影響を強く受けたことが予想される． 
 Fig.3.5.10 には再灌流中の代謝指標となる酸素消費量を示した．これより，
HMP(WIT60)群では，臨床的な基準となる CS(WIT0)群と統計学的に同程度の結
果を示し，低温機械灌流法による心停止後肝臓の代謝機能の再生が示唆された．
一方で HMP(WIT0)群では，再灌流初期には高値を示していたものの，時間とと
もに酸素消費量は低下したが，これは Fig.3.5.11 に示した通り，酸素供給量が不
足していったことによるものである．この原因としては，生体と比し灌流量が少
ないこと，血液と比しヘマトクリット値が 3 分の 1 程度で酸素運搬能が低下し
たことで，最も健全な代謝機能を持つその酸素需要に追い付かなかったことが
考えられる．しかしながら，血管圧力を考慮するとこれ以上灌流量を上げること
は困難であったことから，その後のいくつかの実験では，希釈倍率を変更し，ヘ
マトクリット値が 25%程度(全血で約 40%)になるように再灌流液を調整し，実験
系の改良を行った． 
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 Fig.3.5.12，13には再灌流中の肝機能指標である逸脱酵素 AST，LDHの蓄積量
を示した．これより，CS(WIT60)群では明らかに高値を示した一方で，
HMP(WIT60)群では温阻血時間なしで摘出した肝臓と統計学的に同程度の値を
示し，低温機械灌流法による肝機能の再生を示した．しかしながら，再灌流液は
ブタ血液をベースとしていることから，初期段階での大きな個体差が示された．
そこで，Fig.3.5.14-19 には AST，LDH の各灌流時間ごとの逸脱酵素差分，つま
りその時間の流出量を示した．これより，再灌流 120 分間での流出量では統計
学的な差を示し，虚血再灌流障害による細胞障害が顕著な再灌流初期 30分間で
も，各群の間では差が示された．Fig.3.5.20, 21 には血管内皮障害の指標であるヒ
アルロン酸(HA)，および胆管障害の指標である ALP 蓄積量を示した．これらの
指標に関しても，AST や LDHほどの顕著な差ではないものの，各群間での傾向
が示され，指標としての有用性を示唆した．Fig.3.5.22,23には血液ガス分析によ
って得られた乳酸レベル(Lactate)，およびグルコースレベル(Glucose)を示した．
特に，乳酸レベルについては，臨床的にも生体内の酸塩基平衡の重要な指標とな
るが，CS(WIT60)群において統計学的に有意に高値を示し，肝機能障害や再酸素
化による障害，つまり虚血再灌流障害によるアシドーシスの傾向が示された．ま
たグルコースレベルについては，CS(WIT0)群が最も高値を示したが，
HMP(WIT0)群については酸素供給量が低下したことで，最終的な代謝を行うた
めの酸素が不足し，その結果グルコース生成量が低下したと予想される． 
前述のとおり，心停止後肝臓に対する低温機械灌流法の有用性は多数報告さ
れている．本検証モデルにおいても，各種流動指標や肝機能指標により，その有
用性が示され，加えて温阻血時間の有無による臓器機能への影響も示唆した．以
上の結果から，体外血液再灌流モデルによる保存後の臓器機能，すなわち保存技
術の検証が可能であることが明らかとなった．  
52 
 
  
0
50
100
150
200
0 30 60 90 120
P
V
fl
o
w
R
at
e
［m
l/
m
in
］
Perfusion Time ［min］
CS WIT0
CS WIT60
HMP WIT0
HMP WIT60
0
10
20
30
40
50
60
70
80
0 30 60 90 120
H
A
 f
lo
w
 r
at
e 
［m
l/
m
in
］
Perfusion Time ［min］
CS WIT0
CS WIT60
HMP WIT0
HMP WIT60
Fig.3.5.2 Flow rate of portal vein after reperfusion 
Fig.3.5.3 Flow rate of hepatic artery after reperfusion 
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Fig.3.5.4 Portal vein pressure after reperfusion 
Fig.3.5.5 Hepatic artery pressure after reperfusion 
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Fig.3.5.7 Hepatic artery resistance after reperfusion 
*# *# 
* 
* 
* 
55 
 
  
0
2
4
6
8
10
12
14
CS WIT0 CS WIT60 HMP WIT0 HMP WIT60
Δ
P
V
P
0
-3
0
m
in
［m
m
H
g
］
0
20
40
60
80
100
120
140
160
CS WIT0 CS WIT60 HMP WIT0 HMP WIT60
Δ
H
A
P
 0
-3
0
m
in
 ［
m
m
H
g
］
Fig.3.5.9 The change amount of HA pressure after reperfusion (0-30min) 
Fig.3.5.8 The change amount of PV pressure after reperfusion (0-30min) 
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Fig.3.5.10 Oxygen consumption after reperfusion 
Fig.3.5.11 The amount of oxygen supply after reperfusion 
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Fig.3.5.13 The amount of LDH after reperfusion 
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Fig.3.5.14 The release of AST after reperfusion each 30min 
Fig.3.5.15 The release of AST after reperfusion (0-120min) 
Fig.3.5.16 The release of AST after reperfusion (0-30min) 
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Fig.3.5.17 The release of LDH after reperfusion each 30min 
Fig.3.5.18 The release of LDH after reperfusion (0-120min) 
Fig.3.5.19 The release of LDH after reperfusion (0-30min) 
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Fig.3.5.20 The amount of HA after reperfusion 
Fig.3.5.21 The amount of ALP after reperfusion 
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Fig.3.5.23 Glucose level after reperfusion 
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4.1心停止後肝臓への室温機械灌流法の有用性の評価 
4.1.1 室温灌流中の流動指標 
 4時間の室温機械灌流中に得られた灌流量，血管圧力，血管抵抗の流動指標
を示す．Fig.4.1.1, 2 には各実験群における，門脈，肝動脈それぞれの灌流流量
を示した．これより，基本的には灌流流量は一定の条件で実験を行ったが，一
部条件における肝動脈については血管圧力と対応して，若干の調整を行った． 
 Fig.4.1.3, 4には各条件における門脈，肝動脈圧力を示し，Fig.4.1.5, 6には血
管圧力を灌流量と単位当たりの肝重量で除した，普遍的な流動指標である血管
抵抗を示した．これより，門脈における血管圧力，血管抵抗では温阻血時間を経
て障害を受けたことが想定される条件である，SNMP(WIT30), SNMP(WIT60)
群においても，灌流 4 時間を通じて安定した値を示し，各群間での統計学的な
差は示されなかった．ただし，SNMP(WIT30)群においては，灌流 3時間ごろか
ら一時的な圧力の上昇を示したが，これは後述する ICG 投与による一時的な流
動の障害が予測される．また肝動脈については，温阻血時間 60分の条件につい
ては灌流開始直後，血管圧力，および血管抵抗は高値を示したが，その後は時間
の経過とともに低下の傾向を示した．肝動脈は，門脈と比し管径が小さく，微小
血栓や血管収縮による流量調整能の低下に影響を受けやすいことから，温阻血
時間を経て障害を有したことでその傾向が顕著に示されたと考えられる．一方
で室温機械灌流の時間の経過とともに，血管圧力，抵抗は低下傾向を示し，最終
的には SNMP(WIT30)群では SNMP(WIT0)群，つまり温阻血時間なしで健全な
臓器機能を有する実験群と同程度の値を示し，極めて厳しい条件から始まる
SNMP(WIT60)群においても回復傾向を示したことでから，室温機械灌流法によ
る流動機能の改善が示唆された． 
  
64 
 
  
0
20
40
60
80
100
120
140
160
0 60 120 180 240
P
V
 f
lo
w
 r
at
e 
[m
l/
m
in
]
Perfusion Time [min]
SNMP(WIT0)
SNMP(WIT30)
SNMP(WIT60)
Fig.4.1.1 Flow rate of PV during SNMP 
0
10
20
30
40
50
60
70
0 60 120 180 240
H
A
 f
lo
w
 r
at
e 
[m
l/
m
in
]
Perfusion Time [min]
SNMP(WIT0)
SNMP(WIT30)
SNMP(WIT60)
Fig.4.1.2 Flow rate of HA during SNMP 
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Fig.4.1.4 HA Pressure during SNMP 
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Fig.4.1.5 PVP Resistance during SNMP  
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4.1.2 室温灌流中の肝機能指標 
 4時間の室温機械灌流中に得られた肝機能指標である逸脱酵素 AST，LDHの
結果を示す．Fig.4.1.7 には灌流中の逸脱酵素 AST，Fig.4.1.8には逸脱酵素 LDH
の肝臓下流側における灌流液への蓄積量を示した．前述のとおり，逸脱酵素は
細胞が破壊されることで流出されることから，その流出量，つまり灌流液中の
蓄積量が高値であるほど，重度な肝機能障害を有していることが予想される．
そのため，特に灌流初期において温阻血時間が長い条件，つまり重度な温阻血
障害を受けた実験群ほど逸脱酵素蓄積量は増加し，その肝機能障害の程度を示
した．また Fig.4.1.9,11 には逸脱酵素 AST，LDHの室温機械灌流 4 時間での総
流出量，Fig.4.1.10, 12 には灌流 30分毎の流出量を示した．温阻血時間を与えら
れた臓器は細胞障害が進行し，再酸素化の際には虚血再灌流障害が生じる．こ
れは時間ごとの逸脱酵素流出量からわかるように，温阻血時間を与えられた臓
器は特に，灌流初期において多量の逸脱酵素が流出されることからも，明らか
である．一方でその後はたとえ温阻血時間を経た条件群であっても，逸脱酵素
流出量が少なくなっていることから，室温機械灌流法によって細胞障害の進行
は抑制され，臓器機能の改善が行われていることが示唆された． 
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Fig.4.1.7 The amount of AST during SNMP 
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Fig.4.1.10 The release of AST during SNMP each 30min 
Fig.4.1.9 The release of AST during SNMP in 240 min 
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Fig.4.1.11 The release of LDH during SNMP in 240 min 
Fig.4.1.12 The release of LDH during SNMP each 30min 
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4.1.3 室温灌流中の代謝因子 
 室温機械灌流における酸素消費量や灌流液中の pH，またそれに伴う各種代謝
因子を示す．Fig.4.1.13-16には，灌流中の肝臓酸素消費量を示した．前述のとお
り，酸素消費量はエネルギー代謝の最終過程における重要な要素であり，積極的
な臓器再生のための代謝活性の指標として重要であると考えられる．ここでは 3
種類の温阻血時間(0, 30, 60 分)の条件群について示しているが，統計学的な差は
なかった．しかしながら，SNMP(WIT30)群において酸素消費量はやや高値を示
し，一方で本来最も健全な臓器であるはずの SNMP(WIT0)では，かなり厳しい条
件である SNMP(WIT60)群と同程度の酸素消費量を示した． 
 Fig.4.1.16-18 には灌流中の保存液中 pH を示した．保存液の初期 pH は実験条
件で記したように，生体内での基準である 7.4 に調整して用いたが，
SNMP(WIT30)，SNMP(WIT60)群の，温阻血時間を経て摘出した肝臓では灌流開
始直後から急激な pH の低下，つまりアシドーシスの傾向を示した．温阻血時間
を経た肝臓は血流停止，虚血による栄養・酸素の欠乏状態となり，肝細胞や胆管
機能を始めとしたその機能は深刻な障害を受けることになる．そのため，灌流開
始直後には細胞膜の破壊により多量の H+の流出，また障害性の液性因子の流出
を引き起こし，結果として保存液中 pHの低下，アシドーシスとなることが推測
される．その後 SNMP(WIT30)群においてはおおむね保存液中 pH は回復傾向を
示し，SNMP(WIT60)群においては 10例のうち 4例は回復傾向，6例はよりアシ
ドーシスが進行した．また SNMP(WIT30)と SNMP(WIT60)の間で，一部統計学
的な差が示された．保存液中 pHが基準値である 7.4に向け回復傾向を示した群
においては，室温機械灌流による酸素化，栄養の供給により適切な代謝機能が回
復したことで，肝細胞による H+イオンの汲み上げが行われたことが示唆され，
一方でそれ以上にアシドーシスが進行した群においては，健全な代謝機能を取
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り戻すことができずに，更なる細胞膜破壊の進行によるH+の流出が予想される．  
 Fig.4.1.21-24には，灌流中のプロトン指数を示した．前述のとおり，プロトン
指数は肝臓代謝機能の最重要要素である ATP 合成における中間代謝の駆動力と
なる，電気化学的なポテンシャル差を示しており，この値が大きいほど健全な中
間代謝機能が予測される．理論にて示した通り，このプロトン指数は温度と膜内
外の pH差に依存するが，今回は細胞内の pHを 7.4と仮定して，保存液中 pHと
の差から，膜内外の pH差を決定した．本実験では，保存温度は一定の条件下で
行ったことから，プロトン指数は液中 pHとほぼ同様の傾向を示した．しかしな
がら，この評価指標は温度依存性に対応していることから，異なる温度域の保存
手法の比較や，灌流中に温度を徐々に上昇させる復温機械灌流法における普遍
的な指標としても，応用が可能であるといえる．一方で今回は細胞内の pHを生
体内同様に 7.4 と仮定して，保存液の調整，および評価指標の検討を行ったが，
実際には液体の pH には温度依存性を有することが知られており，より優れた保
存，あるいは適切な評価指標の確立には課題を有する． 
 Fig.4.1.25-28 には，プロトン指数の各時間における初期値からの変化量，
Fig.4.1.29, 30には灌流 0分，240分における値を示した．これより，SNMP(WIT30)
群，および SNMP(WIT60)群の 4 例では時間とともに代謝機能の改善が示され，
臓器再生の傾向が示唆された．一方で SNMP(WIT0)群においては，プロトン指数
は低下傾向を示した．ここで考えられる原因として，適切な灌流が肝臓全体でお
こなえていなかった，言い換えれば灌流が適切に行うことができなかった領域
が存在したことが予想される．室温や恒温域での保存では，灌流不全領域が生じ
た場合，そこでは酸素や栄養の供給量が十分ではないにもかかわらず，代謝は進
行することで細胞は酸欠，栄養不足となり，結果として健全な臓器機能を持った
臓器であっても，その機能は失われ障害を受けるリスクを有している．低温域で
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の保存であれば，灌流不全領域においても最低限低温を維持し，代謝機能は抑制
されていることから，そのリスクは小さい．障害を有した臓器を再生するために
は，積極的な代謝活性は必要不可欠である．そのため，適切な肝臓全体の灌流に
よる保存が重要であるが，ただ流量を上昇するだけでは血管圧力は上昇し．血管
内皮に障害を与えてしまうので，その圧力と流量のバランスや，灌流中のグラフ
トの保持法，拍動流の活用など流体工学的観点から，より詳細な灌流条件の検討
が今後必要であるといえる． 
 Fig.4.1.31-34には，臓器スケールでの代謝指標として提案した肝臓代謝指数
を示した．これは，プロトン指数はあくまで単一細胞において，ATP 合成にお
ける中間代謝の指標であり，臓器全体での代謝指標ではないことから，最終的
な代謝指標である酸素消費量と無次元化したプロトン指数を掛け合わせること
で臓器スケールでの代謝指標として定義した．これより，統計学的な差はなか
ったが，SNMP(WIT30)群において高値を示し，SNMP(WIT0)群においても最終
的には同程度の値は示した．一方で，SNMP(WIT60)群では灌流 4時間を通じて
やや低値を示した．これは Fig.4.1.35, 36に示した各実験における，灌流 0，4
時間におけるそれぞれの肝臓代謝指数からも明らかであり，温阻血時間 30分
までの実験群においては良好な代謝機能とその回復を示唆した． 
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Fig.4.1.13 Oxy. Consumption during SNMP with WIT 0min 
Fig.4.1.14 Oxy. Consumption during SNMP with WIT 30min 
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Fig.4.1.15 Oxy. Consumption during SNMP with WIT 60min 
Fig.4.1.16 Oxy. Consumption during SNMP 
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Fig.4.1.17 pH of perfusate during SNMP with WIT 0min 
Fig.4.1.18 pH of perfusate during SNMP with WIT 30min 
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Fig.4.1.20 pH of perfusate during SNMP 
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Fig.4.1.21 Proton index during SNMP with WIT 0min 
Fig.4.1.22 Proton index during SNMP with WIT 30min 
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Fig.4.1.23 Proton index during SNMP with WIT 60min 
Fig.4.1.24 Proton index during SNMP 
*SNMP(WIT0) vs. SNMP(WIT60), #SNMP(WIT30) vs. SNMP(WIT60); p<0.05 
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Fig.4.1.25 The change amount of proton index during SNMP with WIT 0min 
Fig.4.1.26 The change amount of proton index during SNMP with WIT 30min 
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Fig.4.1.27 The change amount of proton index during SNMP with WIT 60min 
Fig.4.1.28 The change amount of proton index during SNMP 
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Fig.4.1.29 Proton index during SNMP at 0min 
Fig.4.1.30 Proton index during SNMP at 240min 
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Fig.4.1.31 Metabolism index during SNMP with WIT 0min 
Fig.4.1.32 Metabolism index during SNMP with WIT 30min 
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Fig.4.1.33 Metabolism index during SNMP with WIT 60min 
Fig.4.1.34 Metabolism index during SNMP 
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Fig.4.1.36 Metabolism index during SNMP at 240min 
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4.1.4 体外血液再灌流モデルによる流動指標 
 ここからは，4時間の単純冷却保存，あるいは室温機械灌流を行った後に，そ
の臓器機能と保存技術の検証に行った体外血液再灌流モデル実験について，そ
の流動指標を示す．用いた指標については，保存時と同様に灌流量と血管圧力，
またそれに伴う血管抵抗である．Fig.4.1.37, 38には門脈，肝動脈それぞれの灌流
流量を示したが，再灌流は全ての実験において一定の流量によって行った． 
 Fig.4.1.39-42には門脈，肝動脈の血管圧力，血管抵抗を示した．これより，単
純冷却保存後の条件群では，門脈，肝動脈ともに再灌流直後から上昇傾向を示し
た．単純冷却保存法では，低温で保存液に浸透することで代謝機能を抑制するこ
とで臓器機能を温存するが，その条件下でもわずかながら代謝は進行すること
から，完全な臓器機能の保存は困難である．そのため再灌流による再酸素化によ
り，温阻血時間なしの肝臓においても多少の虚血再灌流障害を生じるが，室温機
械灌流群では保存中も酸素化による適切な代謝を行っていたことから，虚血再
灌流障害は抑制され，血管圧力・抵抗についても比較的低値を維持した．しかし
ながら最も厳しい条件で肝臓を摘出したSNMP(WIT60)群における肝動脈圧では，
単純冷却群と比し絶対値では低値を示したものの，再灌流直後の圧上昇の傾き
では同等の傾向を示した(Fig.4.1.43,44)．ただし，CS(WIT60)群と比べると，統計
学的に有意に低値を示した．さらに SNMP(WIT0)群，および SNMP(WIT30)群に
ついては，臨床的な基準となる CS(WIT0)群と比べても統計学的に有意に低値を
示したことから，温阻血時間 30分までの臓器については室温機械灌流による流
動機能の再生が示され，臨床的な基準と同等以上の良好な結果を示した．以上よ
り，流動指標において心停止後肝臓に対する室温機械灌流法の有用性が示され
た． 
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Fig.4.1.37 Flow rate of PV during IRM after CS or SNMP 
Fig.4.1.38 Flow rate of HA during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.1.42 HAP Resistance during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.1.43 The change amount of PVP during IRM from 0 to 30min 
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Fig.4.1.44 The change amount of HAP during IRM from 0 to 30min 
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4.1.5 体外血液再灌流モデルによる肝機能指標 
 体外血液再灌流モデル実験による肝機能指標である各種逸脱酵素，および血
液ガス分析によるバイオマーカーの測定結果を示す．Fig.4.1.45-47 には肝細胞
が破壊されることで流出する逸脱酵素であり，肝機能指標となる AST，
Fig.4.1.48-50 には同様に肝機能指標である LDH の再灌流中の蓄積量，30 分毎
の流出量，再灌流 2時間での総流出量を示した．これより，AST，LDH蓄積量
では，共に臨床的な基準となる CS(WIT0)群と比し，室温機械灌流群では温阻血
時間60分と極めて厳しい条件下で摘出した実験群においても同等以上の良好な
結果を示した．また，各群間の差は，特に虚血再灌流障害の傾向が顕著に表れる
再灌流初期 30分間での流出量において，統計学的な差はなかったものの室温機
械灌流群においてやや良好な結果を示し，室温機械灌流法による肝機能の改善
の傾向が示唆された．再灌流 2時間での総流出量についても同様の傾向であり，
統計学的な差はなかった．また Fig.4.1.51 には胆管障害の指標となる逸脱酵素
ALP，Fig.4.1.52 には血管内皮障害の指標であるヒアルロン酸の蓄積量を示し
た．これより，ヒアルロン酸については CS(WIT0)群と比し，SNMP(WIT60)群
は統計学的な差は示されなかったが，ALP については有意に高値を示した．胆
管機能は特に温阻血による障害を受けやすいとされており，温阻血時間 60分と
極めて厳しい条件では，室温機械灌流法を施したとしても，その機能は大きな障
害を有し，機能再生は困難であることが示唆された． 
 また Fig.4.1.53 には酸塩基の指標となる再灌流液中のラクテート，Fig.4.1.54
には糖代謝の指標となるグルコースを示した．これらの指標は特に肝臓代謝機
能に依存する縦横指標であるが．それぞれ特に SNMP(WIT30)群で統計学的な
差はなかったものの，良好な結果を示した．一方で，SNMP(WIT60)群において
は，若干ではあるが低値を維持し，代謝機能の障害が示唆された．  
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Fig.4.1.45 The amount of AST during IRM after CS or SNMP 
*CS(WIT0) vs SNMP(WIT30), #CS(WIT0) vs SNMP(WIT60), 
$CS(WIT60) vs SNMP(WIT60); p<0.05 
 
Fig.4.1.46 The release of AST during IRM after CS or SNMP 
 
Fig.4.1.47 The release of AST during IRM after CS or SNMP in 120 min 
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Fig.4.1.48 The amount of LDH during IRM after CS or SNMP 
*CS(WIT0) vs SNMP(WIT30), #CS(WIT0) vs SNMP(WIT60), 
$CS(WIT60) vs SNMP(WIT60); p<0.05 
 
Fig.4.1.49 The release of LDH during IRM after CS or SNMP 
 
Fig.4.1.50 The release of LDH during IRM after CS or SNMP in 120 min 
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Fig.4.1.51 The amount of ALP during IRM after CS or SNMP 
Fig.4.1.52 The amount of HA during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.1.53 Lactate level of perfusate during IRM after CS or SNMP 
*CS(WIT0) vs SNMP(WIT30), #CS(WIT0) vs SNMP(WIT60), 
 $CS(WIT60) vs SNMP(WIT60); p<0.05 
 
Fig.4.1.54 Glucose level of perfusate during IRM after CS or SNMP 
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4.1.6 体外血液再灌流モデルによる肝臓代謝因子 
 体外血液再灌流モデル実験における酸素消費量や灌流液中の pH，またそれに
伴う肝臓代謝因子を示す．Fig.4.1.55 には再灌流における酸素消費量，Fig.4.1.56
には再灌流液中の pH を示した．これより，臨床的な基準となる CS(WIT0)群と
比し SNMP(WIT30)では統計学的な差は示されなかったものの高値を示し，代
謝機能の改善傾向が示された．一方で SNMP(WIT60)群においては，最も厳し
い臓器機能が予想される CS(WIT60)と同程度の値を示したことから，その代謝
機能は強い障害を受けていることが示唆される．再灌流液の pH では
CS(WIT60)群が虚血再灌流障害による細胞膜の破壊を通じた H+の流出や，障害
性の液性因子の流出によるアシドーシスの傾向に向かったのと比し，その他の
群では初期値にばらつきはあったものの，ある程度一定の値を維持した．しかし
ながら，全体的に基準値の pHである 7.4よりかはやや高値を示していたことか
ら，使用したドナー血液の状態，あるいはその個体差についての課題が示唆され，
今後も議論が必要である． 
 Fig.4.1.57-60には，ATP合成における中間代謝の駆動力となるプロトン指数，
およびその初期値からの変化量を示した．これより，SNMP（WIT0）群は，統
計学的に有意に良好な結果を示し，SNMP(WIT30)群においても基準となる
CS(WIT0)群と同程度の値を示した．一方で，SNMP(WIT60)群においては統計
学的な差は示されなかったものの，これらの群と比し低値を示し，さらには下降
傾向を示したことから保存後であっても非常に厳しい代謝機能であることが予
想された．Fig.4.1.61-64には ATP合成のための，臓器スケールでの代謝指標と
して提案した肝臓代謝指標を示した．これより，温阻血時間 30分までの臓器で
あれば，室温機械灌流法において代謝機能は改善され，臨床的な基準と同等以上
の代謝機能を有していることが明らかであるが，一方で SNMP(WIT60)群にお
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いてはプロトン指数と同様に最も厳しい臓器機能が予想される CS(WIT60)群と，
統計学的にも同程度の代謝機能を示した． 
流動指標や肝機能指標を含めて考慮しても，臨床的な基準となる CS(WIT0)群
と比し温阻血時間 60 分間では明らかに劣る項目が多く， 虚血再灌流障害の傾
向が顕著であることから厳しい臓器機能が予想される一方で，温阻血時間 30分
の場合には CS(WIT0)群と同等以上の結果を示した．以上より，現状の技術では
温阻血時間 30 から 60 分の間に機能再生が困難な境界線が存在することが予想
されるが，少なくとも温阻血時間 30分程度であれば室温機械灌流法による臓器
再生が可能であると考えられる． 
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Fig.4.1.55 Oxy. Consumption during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.1.56 pH of perfusate during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.1.57 Proton index during SNMP 
*CS(WIT0) vs SNMP(WIT30), #CS(WIT60) vs SNMP(WIT60), $CS(WIT60) vs 
SNMP(WIT60); p<0.05 
 
Fig.4.1.58 The change amount of proton index during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.1.59 Proton index during IRM after CS or SNMP at 0min 
Fig.4.1.60 Proton index during IRM after CS or SNMP at 60min 
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Fig.4.1.61 Metabolic index during IRM after CS or SNMP 
*CS(WIT0) vs SNMP(WIT30), #CS(WIT60) vs SNMP(WIT60), $CS(WIT60) vs 
SNMP(WIT60); p<0.05 
  
Fig.4.1.62 The change amount of Metabolic index during IRM 
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Fig.4.1.63 Metabolism index during IRM at 0min 
Fig.4.1.64 Metabolism index during IRM at 60min 
103 
 
4.1.7 室温灌流中代謝因子と体外血液再灌流モデル各種指標比較 
 心停止後臓器を始めとしたマージナルドナーの移植においては，安全な手技を
確立するためにも定量的な移植前機能評価手法の確立が重要課題である．本実
験では室温機械灌流法における代謝因子から算出した，肝臓代謝指数に注目し
た移植前機能評価法の検討を行うために，室温灌流 4 時間時点での肝臓代謝指
数と再灌流中の各種指標を比較し，移植前機能評価法としての有用性を検討し
た．Fig.4.1.65 には再灌流 1時間時点での肝臓代謝指数，Fig.4.1.66 には酸素消
費量について，室温機械灌流 4 時間時点での肝臓代謝指数との相関を示した，
肝臓代謝指数，および酸素消費量はともに有意に強い相関を示したことから，保
存中の代謝機能と移植後の代謝機能は相互関係にあることが示唆された．
Fig.4.1.67,68 には再灌流 1 時間時点での門脈圧力，および肝動脈における 1 時
間の血管圧変化量との相関を示したが，統計的に有意な相関を示されなかった
ものの，肝動脈圧とは若干の相関を示した．肝動脈は，解剖学的には胆管と絡み
合いながら並走し，心臓から流れる酸素を多く含んだ血液が流れ，肝臓への酸素
供給の要となる血管であることから，その機能は代謝機能と密接に関連してい
ると考えられており，保存中の代謝因子とも関連していることが予想される．
Fig.4.1.69 には胆管機能の指標である逸脱酵素 ALP の再灌流 1 時間の流出量，
Fig.4.1.70 には酸塩基平衡の指標である乳酸，Fig.4.1.71 には糖代謝の指標であ
るグルコースについて，それぞれ再灌流中における代謝にかかわる指標につい
て相関を示した．これより，それぞれ灌流中の肝臓代謝因子と統計学的に有意に
強い相関を示し，肝臓代謝指数による移植前の肝臓代謝機能の評価の可能性を
示唆した． 
前述のとおり，肝臓は非常に多様な要素によってその働きは成り立っている．
今回は室温機械灌流における代謝因子に注目し，保存後の代謝機能に関連する
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と考えられる指標，肝臓代謝指数や酸素消費量や肝動脈圧，ラクテートやグルメ
コースと相関を示したことから，これらの指標に関しては灌流中に予想が可能
であると考えられる．一方で逸脱酵素 AST, LDH などの，肝機能指標とは相関
を示さず，明らかに異なる原理による機能であることから，肝臓機能評価のため
には，今後はより多面的な観点からの評価が必要であると考えられる． 
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Fig.4.1.65 The correlation  
between metabolic index (SNMP) and metabolic index (IRM) 
Fig.4.1.66 The correlation between  
Metabolic index (SNMP) and Oxygen consumption (IRM) 
R2 = 0.66 
p < 0.01 
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p < 0.01 
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Fig.4.1.67 The correlation between  
Metabolic index (SNMP) and change amount of PVP of 0 to 60min (IRM) 
Fig.4.1.68 The correlation between  
Metabolic index (SNMP) and change amount of HAP pf 0 to 60 min (IRM) 
R2 = -0.64 
p < 0.05 
R2 = -0.74 
p < 0.01 
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Fig.4.1.69 The correlation between  
Metabolic index (SNMP) and release of ALP (IRM) 
Fig.4.1.71 The correlation between  
Metabolic index (SNMP) and lactate level (IRM) 
R2 = -0.47 
p = 0.07 
R2 = -0.64 
p < 0.05 
Fig.4.1.70 The correlation between  
Metabolic index (SNMP) and release of ALP (IRM) 
R2 = -0.51 
p = 0.05 
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4.1.8 ICG蛍光法による肝臓代謝評価 
 ICG蛍光法は，灌流液に添加した ICG粒子はそのほとんどが肝実質細胞による
代謝を通じて胆管側に排出される特性を利用して，本研究では肝臓代謝機能の
視覚的な評価指標として使用した．Fig4.1.72 には SNMP(WIT0)，Fig.4.1.73 には
SNMP(WIT30)の条件で肝臓を摘出，保存を行ったのち，体外血液再灌流モデル
において ICG を投入後，蛍光観察画像を示した．さらに参考として，Fig.4.1.74
には WIT0 分で摘出後，4 時間の低温機械灌流法による保存を行った肝臓の，
ICGによる蛍光画像を示した．これらから，室温機械灌流法においては温阻血時
間なしの条件においても明らかに蛍光はまばらで，代謝機能の低下が示された．
一方で，低温機械灌流法においては傾向が一様であり，健全な代謝機能が維持さ
れていることが予想される．Fig.4.1.75-77 には，Fig.4.1.72-74 に示した各条件に
おける臓器表面の赤，オレンジ，緑，青線上の輝度値を示す．今回輝度値を算出
するにあたり，評価する線は各葉の端から端まで，できるだけ中心付近を通るよ
うに設定した．そして，この結果から条件ごとに値の不安定性の尺度であるばら
つき変数を算出した結果を，Fig.4.1.78, 79に示した．ただし今回は統計学的に各
葉での条件を統一するために，各葉での輝度値を測定する線の長さは一定条件
として，ばらつき変数を算出した．これより統計学的な差は示されなかったが，
SNMP(WIT30)，次いで SNMP(WIT0)においてばらつきは大きく，臓器表面の蛍
光がまだらであり，代謝機能に障害を有することが示唆された． 
 この室温機械灌流群における代謝障害は，4.1.3でも記した通り，灌流不全領
域が受けた障害によるものであると予想され，今後は流体工学的な観点に着目
した，より詳細な灌流条件の管理が重要である． 
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Fig.4.1.72 ICG fluorescence during IRM after SNMP with WIT 0 min 
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Fig.4.1.73 ICG fluorescence during IRM after SNMP with WIT 30 min 
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Fig.4.1.74 ICG fluorescence during IRM after HMP with WIT 0 min 
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Fig.4.1.75 ICG fluorescence on the line during IRM after SNMP with WIT 0min 
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Fig.4.1.76 ICG fluorescence on the line during IRM after SNMP with WIT 30min 
Fig.4.1.77 ICG fluorescence on the line during IRM after HMP with WIT 0min 
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Fig.4.1.78 Coefficient of Variation of ICG fluorescence on the line during IRM 
Fig.4.1.79 Coefficient of Variation of ICG fluorescence on the line during IRM 
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4.1.9 胆管圧測定による胆管流動と代謝機能評価 
 前述のとおり，近年では灌流中の評価手法として胆汁生成量，および胆汁成分
分析が注目を集めているが，これは技術的に課題を有している．そこで，本実験
では，胆管の圧力を測定することで胆汁生成および胆管流動の指標としての可
能性を検討した． 
 Fig.4.1.80 には低温機械灌流，室温機械灌流，およびそれぞれ保存後の再灌流
における胆管圧を示した．肝臓代謝機能は，温度に強く依存することが知られて
おり，特に低温域においてはほとんど抑制されている．胆管圧は，灌流温度に比
例して高値を示し，加えて同様の温度域では温阻血時間が長い実験群ほど低値
を示した． 
 以上の結果から，その機能の傾向は十分に示すことができたと考えられるが，
一方で今回の計測ではデータ数が少ないことや，測定には定期的に圧力抜きを
行わないと胆管機能が閉塞してしまうこと，胆管は肝動脈と絡み合いながら流
れていることで，肝動脈の圧力や拍動などの流動特性の影響を受けてしまうこ
となど課題は多く，評価手法の確立に向けて今後も議論が必要である． 
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Fig.4.1.80 Bile duct pressure during HMP or SNMP or IRM 
115 
 
4.2 人工酸素運搬体含有灌流液による室温機械灌流法 
4.2.1 室温機械中の流動指標 
 4時間の室温機械灌流中に得られた灌流量，血管圧力，血管抵抗の流動指標を
示す．Fig.4.2.1,2には，門脈，肝動脈それぞれの灌流流量を示した．実験条件
に示した通り，灌流は一定流量の条件下で行った． 
 Fig.4.2.3, 4には門脈，肝動脈における血管圧力，Fig.4.2.5, 6には血管抵抗を
示した．これより門脈，肝動脈ともに人工酸素運搬体の濃度の違いについて，
ほぼ同程度の値を示し，統計学的な差は示されなかった．また，全ての群で肝
動脈圧は灌流開始直後には再酸素化による再灌流障害や流量調整能の低下，微
小血栓の形成によって高値を示したが，その後 1時間程度で低値を示し，流動
機能の改善を示唆した．  
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Fig.4.2.2 Flow rate of HA during SNMP 
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Fig.4.2.3 PV Pressure during SNMP  
Fig.4.2.4 HA Pressure during SNMP 
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4.2.2 室温灌流中の肝機能指標 
 4時間の室温機械灌流中に得られた肝機能指標である逸脱酵素 AST，LDHの
結果を示す．Fig4.2.7-12には逸脱酵素 AST，および LDHの時間ごとの蓄積
量，灌流 1時間ごとの流出量，灌流 4時間での総流出量をそれぞれ示した．前
述のとおり，逸脱酵素は細胞が破壊されることで流出されることから，その流
出量，つまり灌流液中の蓄積量が高値であるほど，重度な肝機能障害を有して
いることが予想される．これより，統計学的差はなかったが，SNMP with 
HbV(HbV20%)群で逸脱酵素蓄積量は最も低値を示した．一方で，逸脱酵素総流
出量では SNMP with HbV(HbV20%)群，および SNMP with HbV(HbV30%)の人工
酸素運搬体濃度が高い二群で高値を示し，特に灌流初期の 1時間の流出量が他
群と比し顕著に高値を示した．本実験では，試料作成の都合上最も高濃度な
SNMP with HbV(HbV30%)群では灌流液の総量が 1000ml と，他群と比し 500ml
少なかったことから，障害性の液性因子の濃度が増加したことも一つの要因に
なったと考えられる． 
 
  
120 
 
 
 
 
  
0
1000
2000
3000
4000
0 60 120 180 240
A
S
T
 [
IU
/L
]
Perfusion Time [min]
SNMP (HbV 0%)
SNMP+HbV (HbV 7%)
SNMP+HbV (HbV 20%)
SNMP+HbV (HbV 30%)
-500
500
1500
2500
3500
d0-60 d60-120 d120-180 d180-240
Δ
A
S
T
 [
IU
/L
]
SNMP (HbV 0%)
SNMP+HbV (HbV 7%)
SNMP+HbV (HbV 20%)
SNMP+HbV (HbV 30%)
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
SNMP (HbV
0%)
SNMP+HbV
(HbV 7%)
SNMP+HbV
(HbV 20%)
SNMP+HbV
(HbV 30%)
Δ
A
S
T
 [
IU
/L
]
Fig.4.2.7 The amount of AST during SNMP 
*SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV7%), #SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV20%), 
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Fig.4.2.8 The release of AST during SNMP each 60min 
Fig.4.2.9 The release of AST during SNMP in 240 min 
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Fig.4.2.10 The amount of LDH during SNMP 
*SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV7%), #SNMP(HbV0%) vs 
SNMP(HbV20%), $SNMP(HbV0) vs SNMP(HbV30%); p<0.05 
 
Fig.4.2.12 The release of LDH during SNMP in 240 min 
Fig.4.2.11 The release of LDH during SNMP each 60min 
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4.2.3 室温灌流中の肝臓代謝因子 
 ここでは，室温機械灌流中の各種代謝因子について示す．Fig.4.2.13 には灌流
中の酸素消費量，Fig.4.2.14 には灌流液の pHを示した．これより，酸素消費量
には統計学的な差は示されなかったが，灌流液中の pHでは他群が全体的にア
シドーシスの傾向を示したのに対して，SNMP with HbV(20%)群では時間ととも
に基準値である 7.4 に向かう傾向となり，良好な代謝機能を示唆した． 
 Fig.4.2.15-18には，ATP 合成における中間代謝の駆動力であるプロトン指
数，およびその初期値からの変化量を示した．これより，統計学的な差はなか
ったが，人工酸素運搬体の濃度に比例してプロトン指数は高値を示し，相対的
に良好な代謝機能を示した．特に，pHと同様に SNMP with HbV(20%)群は時間
とともに上昇傾向を示し，活発な代謝機能による臓器再生を示唆した． 
 Fig.4.2.19-22には，臓器全体での代謝機能を示す肝臓代謝指数，およびその
初期値からの変化量を示した．これもプロトン指数同様に統計学的な差は示さ
れなかったが，人工酸素運搬体が高濃度の二群において高値を維持し，灌流中
の変化量でも上昇傾向を示したことから，人工酸素運搬体によるより積極的な
酸素化を通じた代謝の活性が示され，それに伴う臓器機能再生が示唆された． 
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Fig.4.2.14 pH of perfusate during SNMP 
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Fig.4.2.16 The change amount of proton index during SNMP 
$ $ 
$ 
125 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
-100
-80
-60
-40
-20
0
Δ
p
'[
m
V
]
HbV 0%     HbV 7%      HbV 20%   HbV 30%   
-100
-80
-60
-40
-20
0
Δ
p
' [
m
V
]
HbV 0%     HbV 7%      HbV 20%   HbV 30%   
Fig.4.2.17 Proton index during SNMP at 0min 
Fig.4.2.18 Proton index during SNMP at 240min 
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Fig.4.2.20 The change amount of Metabolism index during SNMP 
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Fig.4.2.21 Metabolism index during SNMP at 0min 
Fig.4.2.22 Metabolism index during SNMP at 240min 
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4.2.4 体外血液再灌流モデルによる流動指標 
 2時間の体外血液再灌流モデル実験による灌流量，血管圧力，血管抵抗の流
動指標を示す．Fig.4.2.23, 24 には，門脈，肝動脈それぞれの灌流流量を示し
た．灌流流量については，保存時と同様に基本的には一定の値で行ったが，一
部実験において肝動脈圧が極端に上昇したことから，圧力の上昇を抑制するた
めに適宜調整を行った． 
 Fig.4.2.25-28には，門脈，肝動脈圧それぞれの血管圧力，血管抵抗を示し
た．門脈においては従来の保存液による実験群，つまり人工酸素運搬体を添加
しなかった群において最も低値を維持した．肝動脈においても，同様の傾向を
示し，人工酸素運搬体が高濃度の二群では統計学的な差は示されなかったが，
やや高値を示し，再灌流開始直後の急激な圧上昇も示された．加えて人工酸素
運搬体添加群の一部においては，肝動脈圧において極端な圧力上昇が示され
た．人工酸素運搬体は，灌流前に微小血管に詰まる大きさの，クラスター化し
たものはフィルターを通すことで取り除いてから用いているので，物理的なつ
まりによるものではないことは明らかである．しかしながら臨床応用に向けて
は重大な問題であることから，今後原因究明が必要不可欠であるといえる． 
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Fig.4.2.23 Flow rate of PV during IRM after CS or SNMP 
Fig.4.2.24 Flow rate of HA during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.2.26 HA Pressure during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.2.27 PVP Resistance during IRM after CS or SNMP 
*SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV7%), #SNMP(HbV0%) vs 
SNMP(HbV20%), $SNMP(HbV0) vs SNMP(HbV30%); p<0.05 
  
Fig.4.2.28 HAP Resistance during IRM after CS or SNMP 
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4.2.5 体外血液再灌流モデルによる肝機能指標 
 体外血液再灌流モデル実験による肝機能指標である各種逸脱酵素，および血
液ガス分析によるバイオマーカーの測定結果を示す．Fig.4.2.29-32 には肝機能
指標である逸脱酵素 AST，および LDHの時間ごとの蓄積量，再灌流 2時間で
の総流出量をそれぞれ示した．これより，SNMP(HbV0%)群と比し，SNMP with 
HbV(HbV20%)群においては統計学的に低値を示し，良好な肝機能を示した．一
方で AST，LDHの再灌流 2時間での総流出量においては統計学的な差は示さ
れなかったが，人工酸素運搬体が高濃度の二群においては単純冷却保存群と同
程度の値を示し，きわめて厳しい肝機能であることが示唆された．また，
Fig.4.2.33には胆管障害の指標である ALP 流出量，Fig.4.2.34では血管内皮障害
の指標であるヒアルロン酸流出量を示した．ALP 流出量については，SNMP 
with HbV(20%)群において極端に高値を示し，重度な胆管障害が示され，ヒア
ルロン酸流出量においても，人工酸素運搬体が高濃度の群においてやや高値を
示した．加えて Fig.4.2.35, 36に示した乳酸，グルコースにおいても，それぞれ
人工酸素運搬体添加群は SNMP(HbV0%)群と同等以下の結果を示し，重度な代
謝障害が示唆された．以上の結果から，各種指標で人工酸素運搬体添加群では
従来の保存液と比し良好な結果とはいえず，むしろ厳しい臓器機能を有してい
ることが示唆された． 
 
 
  
133 
 
 
 
 
  
0
1000
2000
3000
4000
5000
0 30 60 90 120
A
S
T
[I
U
/L
]
Perfusion Time [min]
CS
SNMP (HbV 0%)
SNMP+HbV (HbV 7%)
SNMP+HbV (HbV 20%)
SNMP+HbV (HbV 30%)
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
0 30 60 90 120
L
D
H
[I
U
/L
]
Perfusion Time [min]
CS
SNMP (HbV 0%)
SNMP+HbV (HbV 7%)
SNMP+HbV (HbV 20%)
SNMP+HbV (HbV 30%)
Fig.4.2.29 The amount of AST during IRM after CS or SNMP 
*SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV7%), #SNMP(HbV0%) vs 
SNMP(HbV20%), $SNMP(HbV0) vs SNMP(HbV30%); p<0.05 
 
Fig.4.2.30 The amount of LDH during IRM after CS or SNMP 
*SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV7%), #SNMP(HbV0%) vs 
SNMP(HbV20%), $SNMP(HbV0) vs SNMP(HbV30%); p<0.05 
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Fig.4.2.31 The release of AST during IRM after CS or SNMP in 120 min 
 
Fig.4.2.32 The release of LDH during IRM after CS or SNMP in 120 min 
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Fig.4.2.33 The amount of ALP during IRM after CS or SNMP 
Fig.4.2.34 The amount of HA during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.2.35 Lactate level of perfusate during IRM after CS or SNMP 
*SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV7%), #SNMP(HbV0%) vs 
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Fig.4.2.36 Glucose level of perfusate during IRM after CS or SNMP 
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4.2.6 体外血液再灌流モデルによる肝臓代謝因子 
 体外血液再灌流モデル実験における酸素消費量や灌流液中の pH，またそれに
伴う肝臓代謝因子を示す．Fig.4.2.31 には再灌流中の酸素消費量，Fig.4.2.32 に
は灌流液中 pHを示した．これより，酸素消費量においては統計学的な差は示さ
れなかったが，SNMP(HbV0%)群において再灌流開始 30分以降，最も高値を示
した．また灌流液中 pH については，HbV0, 7, 20%の 3 群において pH は 7.4
近くを維持し，良好な代謝機能を示した．Fig.4.2.33, 34に示したプロトン指数，
および初期値に対するプロトン指数の変化量においても，これも温度一定の条
件下であることから灌流液中の pHと同様の傾向を示した． 
 Fig.4.2.43-46 には臓器の代謝指標となる肝臓代謝指数，およびその初期値に
対する変化量を示した．これについても，プロトン指数と同様に HbV0, 7, 20％
の三群でやや高値を示したが，言い換えれば従来の灌流液による保存と差はな
かった．加えて，HbV30%の高濃度群では肝臓代謝指数は低値を示し，再灌流開
始から時間経過とともに低下傾向を示したことから，重度な代謝機能への障害
を有していることが示唆された． 
 以上のように人工酸素運搬体含有灌流液による室温機械灌流法を検討してき
たが，各種指標において統計学的な差はほとんど示されなかった．加えて，肝動
脈圧の極端な上昇や，逸脱酵素流出量が高値を示したことなど，従来の灌流液に
よる保存と比し劣勢の結果も多く，室温機械灌流中には若干の代謝機能の改善
は示したが，室温機械灌流法の更なる向上という意味では多数の課題を残した．
考えられる大きな要因として，4.1 章で示した通り温阻血時間 60 分という実験
条件は非常に厳しいものであり，ここからの臓器再生が困難であったことから，
たとえ人工酸素運搬体を添加しても差が示されなかったことが考えられる．加
えて，あくまで仮設の域をでないが，赤血球と比し非常に小さい粒径有する人工
138 
 
酸素運搬体は，血球が通過できない狭窄血管も通過できるということが一つの
利点であったが，本来赤血球が極小な血管内において自身で壁面を押し込みな
がら物質交換を行うのに対して，その小さな粒径から拡散による物質交換のみ
となり，結果として物質交換効率の低下を招いているという可能性も考えられ
る．本実験では，人工酸素運搬体の有用性を示すことができなかったが，その潜
在能力が高いことは明白であるので，濃度や灌流液の総流量の検討，あるいはモ
デル実験による原理の解明など，今後も課題克服のための議論が必要である． 
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Fig.4.2.37 Oxy. Consumption during IRM after CS or SNMP 
*SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV7%), #SNMP(HbV0%) vs 
SNMP(HbV20%), $SNMP(HbV0) vs SNMP(HbV30%); p<0.05 
 
 
Fig.4.2.38 pH of perfusate during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.2.39 Proton index during SNMP 
 
Fig.4.2.40 The change amount of proton index during IRM after CS or SNMP 
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Fig.4.2.41 Proton index during IRM after CS or SNMP at 0min 
Fig.4.2.42 Proton index during IRM after CS or SNMP at 60min 
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Fig.4.2.43 Metabolic index during IRM after CS or SNMP 
Fig.4.2.44 The change amount of Metabolic index during IRM after CS or SNMP 
*SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV7%), #SNMP(HbV0%) vs SNMP(HbV20%), 
$SNMP(HbV0) vs SNMP(HbV30%); p<0.05 
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Fig.4.2.46 Metabolism index during IRM after CS or SNMP at 60min 
Fig.4.2.45 Metabolism index during IRM after CS or SNMP at 0min 
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4.3 分割肝移植への低温機械灌流法の適用 
4.3.1 低温灌流中の流動指標 
4時間の低温機械灌流中に得られた灌流量，血管圧力，血管抵抗の流動指標
を示す．Fig.4.3.1,2 には，門脈，肝動脈における灌流流量を示した．実験条件
に示した通り，灌流は一定流量の条件下で行った． 
 Fig.4.3.3, 4には門脈，肝動脈における血管圧力，Fig.4.3.5, 6には血管抵抗を
示した．本実験では，全て脳死後摘出臓器を想定して温阻血時間なしで摘出し
ているので，全肝であればその機能は健全性が維持されていることから，血管
圧力も常に低値を維持した．一方，分割肝では単純な肝切除による障害はもち
ろん，バックテーブルで分割をおこなった SBP(Split before perfusion)群では冷阻
血時間や術中の温度上昇による障害を受けていることが予想される．実際に肝
動脈圧では，分割肝二群でやや高値を示した．一方で血管抵抗については，分
割肝はグラフト重量が三分の一程度で，灌流量は全肝と同条件で行ったことに
より，全肝と比し良好な結果を示し，流量応答性が十分に機能していることを
示した． 
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Fig.4.3.1 Flow rate of PV during HMP 
Fig.4.3.2 Flow rate of HA during HMP 
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4.3.2 低温灌流中の肝機能指標 
4時間の低温機械灌流中に得られた肝機能指標である逸脱酵素 AST，LDHの
結果を示す．Fig4.3.7-12には逸脱酵素 AST，LDHの時間ごとの蓄積量， およ
び SDP(Split during perfusion)の分割処理のおおよその時間までとなる，灌流 1
時間までの逸脱酵素流出量，灌流 4時間の逸脱酵素流出量を示した．これよ
り，逸脱酵素蓄積量には，統計学的な差は示されなかったが，分割処理にかか
った 1時間の逸脱酵素流出量は SDP 群においてやや高値を示し，分割処理によ
る肝機能への障害を有していることが示唆された．しかしながら，これも統計
学的な差はなく，加えてその後の逸脱酵素流出量は全肝と同程度で安定してい
たことから，分割肝グラフトであっても低温機械灌流法により十分な機能温存
が行えていたことが示唆された． 
 
  
149 
 
 
 
 
  
0
300
600
900
1200
1500
1800
0 60 120 180 240
A
S
T
 [
IU
/L
]
Perfusion Time [min]
Whole liver with HMP
Split liver with SBP
Split liver with SDP
0
100
200
300
400
500
600
Whole liver with
HMP
Split liver with SBP Split liver with SDP
A
S
T
 [
IU
/L
]
0
200
400
600
800
1000
Whole liver with
HMP
Split liver with SBP Split liver with SDP
A
S
T
 [
IU
/L
]
Fig.4.3.7 The amount of AST during HMP 
Fig.4.3.9 The release of AST during HMP in 240 min 
Fig.4.3.8 The release of AST during HMP in 60 min 
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Fig.4.3.10 The amount of LDH during HMP 
Fig.4.3.12 The release of LDH during HMP in 240 min 
Fig.4.3.11 The release of LDH during HMP in 60 min 
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4.3.3 低温灌流中の肝臓代謝因子 
 4時間の低温機械灌流中に得られた各種代謝指標の結果を示す．ただし酸素
消費量については，分割肝グラフトの肝重量が小さいこと，低温での灌流によ
って代謝が抑制されていたことで十分な測定精度で計測を行えなかったので，
今回は除外した．Fig.4.3.13 には，灌流液中 pH, Fig.4.3.14, 15 にはそれに対応し
たプロトン指数と初期値に対するその変化量を示した．これより，分割肝は灌
流初期においてプロトン指数はやや低値を示し，若干の代謝機能への障害が示
されたが，最終的には全肝と同様の水準までの機能回復が示された．特に SDP
群においては，逸脱酵素同様に灌流しながらの処理による障害性の液性因子の
流出による代謝機能の低下が示唆されたが，時間とともにその代謝機能が改善
されたことは明らかであるといえる． 
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Fig.4.3.13 pH of perfusate during HMP  
Fig.4.3.14 Proton index during HMP 
Fig.4.3.15 The change amount of proton index during HMP 
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Fig.4.3.17 Proton index during HMP at 240min 
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4.3.4 体外血液再灌流モデルによる流動指標 
 4時間の単純冷却保存，あるいは低温機械灌流を行った後に，その臓器機能
と保存技術の検証に行った体外血液再灌流モデル実験について，その流動指標
を示す．Fig.4.3.18, 19 には門脈，肝動脈における灌流量を示した．実験条件で
示した通り，基本的には灌流量は一定としたが，一部肝動脈において圧量が極
端に上昇した場合にのみ限り，若干の調整を行った． 
 Fig.4.3.20-23には門脈，肝動脈それぞれの血管圧力，血管抵抗を示した．単
純冷却保存群においては，門脈，肝動脈ともに統計学的に有意に高値を示し，
再灌流開始直後には急激な血管圧上昇による虚血再灌流障害の傾向もしめした
ことから，分割処理による重度の流動障害が示された．また全肝と比し，SBP
群でも有意に高値を示したが，SDP 群においては統計学的な差は示されずに，
良好な流動機能が示唆された． 
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Fig.4.3.18 Flow rate of PV during IRM after CS or HMP 
 
Fig.4.3.19 Flow rate of HA during IRM after CS or HMP 
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Fig.4.3.20 PV Pressure during IRM after CS or HMP  
*Whole liver with HMP vs Split liver with SBP,  
#Split liver with SBP vs Split liver with SDP,  
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Fig.4.3.21 HA Pressure during IRM after CS or HMP 
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Fig.4.3.22 PVP Resistance during IRM after CS or HMP  
*Whole liver with HMP vs Split liver with SBP,  
#Split liver with SBP vs Split liver with SDP,  
$Split liver with CS vs Split liver with SBP; p<0.05 
 
Fig.4.3.23 HAP Resistance during IRM after CS or HMP 
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4.3.5 体外血液再灌流モデルによる肝機能指標 
 体外血液再灌流モデル実験による肝機能指標である各種逸脱酵素，および血
液ガス分析によるバイオマーカーの測定結果を示す．Fig.4.3.24-27 には肝機能
指標である逸脱酵素 AST, LDHの蓄積量，および再灌流 2時間での総流出量を
示した．これより，SBP 群，および SDP 群の分割肝，低温機械灌流群において
逸脱酵素蓄積量，総流出量は統計学的に有意に良好な結果を示し，良好な肝機
能が明らかとなった．これは分割グラフトが，全肝と比し三分の一程度の重量
であることも影響していると考えられるが，重量比を考慮しても全肝と同程度
の肝機能であり，分割処理によって生じた障害の回復が示された(Fig.4.3.28. 
29)．一方で，Fig.4.3.30 に示したヒアルロン酸流出量では，SBP 群において高
値を示し，血管内皮への障害を有していることが示唆された． 
Fig.4.3.31に示した再灌流液中の乳酸では，全肝と同程度の低値を示したこと
から，酸塩基平衡の健全性が示された．Fig.4.3.32 に示したグルコースでは，全
肝と比し分割肝群ではやや低値を示した．しかしながら再灌流の時間とともに
上昇傾向にあること，そして逸脱酵素と同様に肝重量比を考慮すると，十分に
健全な糖代謝の機能が維持されていることが予想される． 
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Fig.4.3.24 The amount of AST during IRM after CS or HMP 
*Whole liver with HMP vs Split liver with SBP,  
#Split liver with SBP vs Split liver with SDP,  
$Split liver with CS vs Split liver with SBP; p<0.05 
 
Fig.4.3.25 The release of AST during IRM after CS or HMP in 120 min 
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Fig.4.3.26 The amount of LDH during IRM after CS or HMP 
*Whole liver with HMP vs Split liver with SBP,  
#Split liver with SBP vs Split liver with SDP,  
$Split liver with CS vs Split liver with SBP; p<0.05 
 
Fig.4.3.27 The release of LDH during IRM after CS or HMP in 120 min 
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Fig.4.3.28 The release of AST per liver weight during IRM from 0 to 120 min 
 
Fig.4.3.29 The release of LDH per liver weight during IRM from 0 to 120 min 
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Fig.4.3.30 The amount of HA during IRM after CS or HMP 
Fig.4.3.31 Lactate level of perfusate during IRM after CS or HMP 
 
Fig.4.3.32 Glucose level of perfusate during IRM after CS or HMP 
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4.3.6 体外血液再灌流モデルによる肝臓代謝因子 
 体外血液再灌流モデル実験における酸素消費量や灌流液中の pH，またそれに
伴う肝臓代謝因子を示す．Fig.4.3.33 には再灌流中の酸素消費量，Fig.4.3.34 に
は灌流液中 pHを示した．酸素消費量は，全肝が最低値を示したが，これは 3.5
節の体外血液再灌流モデルの検定結果でも記した通り人工肺の状態や，全血と
比し再灌流液のヘマトクリット値が低値であり，酸素需要に対して供給量が不
足してしまったことによるものである．それを踏まえて，分割肝の実験群を比較
すると，統計学的に有意な差は示されなかったが，SDP 群において最も高値を
示した．また酸素供給量不足に伴い，全肝では灌流液中 pHがアシドーシスの傾
向を示したが，その他分割肝の実験群においては比較的安定した値を示し，健全
な代謝機能を示した． 
 Fig.4.3.35-38には，ATP合成における中間代謝の駆動力であるプロトン指数，
および初期値に対するその変化量を示した．これより，分割肝，低温機械灌流群
である SBP, SDP 群において，全肝と同程度の値を維持し，良好な代謝機能を
示した．またプロトン指数変化量においても，再灌流開始から時間とともに上昇
傾向にあり，代謝活性の進行が示された．Fig.4.3.39-42 には臓器全体の代謝機
能指標である，肝臓代謝指数，およびその初期値に対する変化量を示した．これ
より分割肝である SBP群，SDP群において，全肝と比し統計学的に有意に高値
を示し，健全な機能を持つ全肝と同等以上の代謝機能を示した． 
 本実験では，分割肝移植における分割処理に対して，低温機械灌流法による臓
器再生，あるいは阻血時間の短縮や術中の温度管理による障害軽減の可能性を
検討した．流動指標や肝機能，代謝機能において，低温機械灌流群は全肝と同程
度の機能を示し，その有用性を明らかにした．特に SDP群，つまり灌流しなが
ら分割する群では流動指標や血管内皮障害の観点から顕著に良好な結果を示し
164 
 
た．その理由は定かではないが，阻血時間の短縮や術中の温度管理といった障害
を与えないことだけでなく，分割処理中に臓器内に生じた障害性の液性因子を
持続的に洗い流すことで，血管内皮へ良好な影響を寄与したと推測され，今後も
原因の究明に向け，引き続き議論が必要であるといえる． 
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Fig.4.3.33 Oxy. Consumption during IRM after CS or HMP 
 
Fig.4.3.34 pH of perfusate during IRM after CS or HMP 
*Whole liver with HMP vs Split liver with SBP,  
#Split liver with SBP vs Split liver with SDP,  
$Split liver with CS vs Split liver with SBP; p<0.05 
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Fig.4.3.35 Proton index during HMP 
*Whole liver with HMP vs Split liver with SBP,  
#Split liver with SBP vs Split liver with SDP,  
$Split liver with CS vs Split liver with SBP; p<0.05 
 
 
Fig.4.3.36 The change amount of proton index during IRM after CS or HMP 
*$ *$ *$ 
* 
* 
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Fig.4.3.37 Proton index during IRM after CS or HMP at 0min 
Fig.4.3.38 Proton index during IRM after CS or HMP at 60min 
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Fig.4.3.39 Metabolic index during IRM after CS or HMP 
*Whole liver with HMP vs Split liver with SBP,  
#Split liver with SBP vs Split liver with SDP,  
$Split liver with CS vs Split liver with SBP; p<0.05 
 
 
Fig.4.3.40 The change amount of Metabolic index during IRM 
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Fig.4.3.41 Metabolic index during IRM in 0min 
 
Fig.4.3.42 Metabolic index during IRM in 60min 
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4.4 総合考察 
 移植医療において慢性的なドナー不足は世界的な課題であり，一人でも多く
の肝疾患患者の救命には移植適合臓器の拡大，および移植前機能評価が必要不
可欠である．特に機械灌流法による移植前機能評価法は，生検組織診断や胆汁の
生成量，成分分析から灌流の流動評価まで，世界中から多種多様な報告が行われ
ているが，残念ながら現状では移植の可否を決定づけるための評価法は確立さ
れておらず，今後は灌流中に評価が可能な定量的な評価指標が求められている．    
本研究では，灌流中に経時的に得られる各種代謝因子から算出した肝臓代謝指
数を提案し，各種実験に対してその有用性を検討した．特に 4.1心停止後肝臓
への室温機械灌流法の有用性の評価では，肝臓代謝指数を用いて温阻血時間
0，30，60分の三種類の条件で障害を規定した肝臓の評価を行い，温阻血時間
30分までの心停止後肝臓に対する室温機械灌流法の有用性を明らかにし，一方
で温阻血時間 60分の肝臓では非常に厳しい臓器機能を示唆した．加えて，灌
流中の肝臓代謝指数と再灌流中の肝臓代謝指数，あるいは再灌流中の各種指標
と比較を行うことで，灌流中の移植前機能評価指標としての有用性を検討し
た．結果として肝機能指標である逸脱酵素 AST，LDHなどの一部指標とは相
関を示さなかった一方で，血管圧力やラクテート，グルコース，逸脱酵素 ALP
などの肝臓代謝機能にまつわる指標とはそれぞれ有意に相関を示し，移植前機
能評価指標としての有用性を明らかにした． またここで得られた結果を受け
て，4.2 人工酸素運搬体含有灌流液による室温機械灌流法，および 4.3 分割肝
移植への低温機械灌流法の適用においても同様の検討を行った．4.2 では温阻
血時間 60分と極めて厳しい条件下で摘出した肝臓を使用したこともあり，各
群間で明らかな差は示されなかったが，人工酸素運搬体含有群において若干の
代謝機能の改善を示し，酸素運搬能の有効性を示唆した．4.3については，灌
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流中の酸素消費量が微小で，測定精度の問題もあったことから中間代謝の指標
であるプロトン指数による評価を行ったが，分割処理によって障害を有した肝
臓においてそれぞれ顕著な代謝機能の回復傾向を示した．これは，保存後の血
液再灌流中の代謝指標や各種指標においても明らかであり，分割肝グラフトに
対する低温機械灌流法の有用性を肝臓代謝指標によって明らかにした． 
前述の通り肝臓の機能や構造は非常に多様な因子が関連して構成されている
ことから，最適な保存条件の確立や移植前機能評価に向けて不明瞭な点は少な
くない．本研究では特に代謝機能に注目して，移植前機能評価法の検討を行った
が，一方でより詳細な評価を行うためには流動機能や肝機能，胆管機能や温度な
どの環境要因など，多面的な評価指標による総合的な評価が必要である．そのた
め本研究で取り組んだ ICG 蛍光法を用いた代謝機能評価や，胆管圧計測による
胆管機能評価も含めて各種指標の定量化は重要課題であり，移植医療の高度化
に向けて，今後も工学的観点からの議論は必要不可欠であるといえる． 
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 本研究では肝臓代謝機能に注目し，マージナルドナー拡大に向けた障害肝の
再生，および定量的な評価指標の確立のために検討を行い，以下に示す結論を
得た． 
  
(1) 心停止後肝臓への室温機械灌流法による臓器再生を検討し，その有用性を
明らかにした．ただし温阻血時間 60分を経て摘出された肝臓では，保存後
であっても厳しい臓器機能であったことから，現状の技術では温阻血時間
が 30分から 60分の間に境界線が存在することが予想される． 
(2) 機械灌流法における代謝因子動態，特に灌流液中 pHや酸素消費量に注目し
た移植前機能評価手法の提案を行い，肝臓代謝指標を提案した．合わせ
て，肝臓代謝機能と密接に関りがある指標についてその有用性を明らかに
したが，一部指標の予測には課題を有し，今後より多面的な評価が必要に
なるといえる． 
(3) 人工酸素運搬体含有灌流液による室温機械灌流法の有用性を検討した．若
干の代謝機能の改善は示されたが，肝動脈圧の上昇や逸脱酵素流出量の増
加など，従来の灌流液と比し課題も多く今後も議論が必要である． 
(4) 分割肝移植における，術中の温度管理と阻血時間の短縮が可能となる低温
機械灌流法の適用を検討し，その有用性を明らかにした．特に低温で灌流
しながら分割処理を行うことで，血管内皮障害の軽減，および良好な流動
機能の維持を示した． 
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